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Biochemical Studies on Carbohydrates. 


LXXVII. The Non-Amino Sugars in the Carbohydrate of Pseudomucin. 
Preliminary Note. 


By 
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(From the Medico-Chemical Institute, Tohoku 
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The non-amino sugar constituent in the polysaccharide of pseudomucin 
bas not been yet identified, although Zangerle’ established, as early as 
1900, the glucosamine nature of the amino sugar in this glycoprotein, 


Firth and his coworkers? pointed to its presence, but they worked on 
non-heat-coagulable and alcohol-precipitable proteins or protein-mixtures 
from ovarian cysts, and not on pseudomucin in the strict sense of Ham- 
marsten. The substances showed Dische’s colour reactions of sugar 
diverging in intensity as expressed as any of ordinary aldohexoses, and from 
their hydrolysates neither mannose phenylhydrazone nor galactose tolylhy- 

* drazone could be separated. Two phenylosazones were obtained, but 
the melting points of them did not coincide not only with each other but 
also with those of known phenylhexosazones. 

As a large cyst containing typical pseudomucin came to hand, we took 
up the problem again, which will be described in this communication. The 
mucin was isolated according to Hammarsten. It gave a similar analy- 
tical figure of nitrogen as his preparations. The grades of coloration by the 
reactions of Dische (the indole and the diphenylamine reaction) and that 
of Tillmans and Philippi (the orcionl reaction with a minor modifica- 
tion) did not agree as expressed as a single hexose, unexpectedly in accord 
with what had been reported by Fiirth and others. Here, however, notice- 
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able was that the colour developed by diphenylamine was very faint in com- 
parison with those by the other reagents. On the other hand, it did not give 
the naphthoresorcinol reaction for hexuronic acid. These findings appeared 
to indicate that such a non-amino and non-uronic sugar as rhamnose,* which 
is almost inert to diphenylamine while quite reactive to orcnol and indole, 
is existent besides a hexose. Therefore, fractionation of the non-amino 
sugars as hydrazones was resorted to in the next trial. The mentioned 
predecessors used mucin hydrolysates, containing glucosamine, as such or 
after mere treatment with the Hopkins reagent to prepare an osazone or 
a hydrazone to which be due their unsuccessfulness in obtaining a well- 
characterized compound or compounds. We applied to a hydrolysate 
preliminarily the Hg-Ba procedure of Masamune and Tanabe‘ in order 
to remove not only the amino sugar but also most of the amino acids. Of 
phenyl*-, p-bromophenyl-, #-nftrophenyl-, benzylphenyl- and methyl- 
phenyl-hydrazine, which were employed, the last hydrazine proved most avai!- 
able. After treatment with this reagent, crystals came out from the solution 
in two shapes. They could be separated by fractional crystallization from 
95% alcohol. One of them, that was less soluble in alcohol and took the 
shape of plate, melted at 190-191°C, and was identified with d-galactose 
methylphenylhydrazone, whereas the other hydrazone in thin needle 
form melted at 181-182°C. The latter evolved so much N gas (micro 
Dumas) as corresponds to methylpentose methylphenylhydrazone, and 
further evidences for its being this hydrazone were afforded by tests df 
the non-amino sugar-fraction of another hydrolysate :—The positive acetone 
(Rosenthaler), phloroglucinol (Oshima and Tollens) (colours with 
characteristic absorption bands), vanilline (Schaffer and Arbenz) and 
resorcinol (red colour, faint) reaction for methylpentose were given, but the 
aniline test for pentose resulted in negative. 

We undertook to synthesize rhodeose methylphenylhydrazone which 
melts at the same temperature as the methylpentosehydrazone from pseu- . 
domucin. Although the product was ascertained to resemble the unknown 
in crysptalline form very colsely, its yield was too small for complete identi- 
fication. But, apart from this respect, methylpentose has never before been 
found in the animal body. 


EXPERIMENTAL. 
Preparation and Analysis of Pseudomucin. 
Transparent fluids, some yellowish colored and viscous and some un- 
colored and serous and all of pH 8.8-9.0, in a big multilocular ovarian 


cyst*, were combined (in total 1870 cc.) and subjected to the procedure of 
Hammarsten’ for preparation of pseudomucin. Nitrogen of the crude 
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product (55 gms.) amounted to 12.36%. By reprecipitation from 1000 c¢. 
of water (the water insoluble part was removed) with 3 volumes of 95% 
alcohol and | gm. of sodium chloride, nitrogen was reduced to an amount 
resembling those of Hammarsten’s preparations. (A portion of the product 
was purified furtheron but nitrogen remained constant). The yield was 30 
gms. It gave an opalescent solution in water, which was not precipitated 
by acidification, and behaved towards precipitants as Hammarsten des- 
cribed. It analyzed: 











Analyses In per cent Analyses = In per cent 
Nitrogen* a a 10.1 »» Mannose oo ee See 26.0 
Total reducing force, as glucose}» yy Glucose ---  --+ eee wwe 37.4 

on ferricyanide after hydro- Indole r. 

‘lysis ped) bee, | con! ome) cep, pee 37.6 as galactose can thet 408 
Glucosamine} or a a ae 16.0 >> Mannose pee 60 eee leon 43.8 
Non-amino sugar§ 9 @lucose --- se wee ose 31.4 

Orcinol r,  -++ wee weet eee Diphenylamine I r. ---  ---|\unmeasurable 
as galactose --- --- ++ 25.6 Ash// ++ e+e eee eee nee wee 5.3 














* Micro Dumas method. Nitrogen of Hammarsten’s preparations, 10.30 and 
10.26%. t Masamune and Tanabe method (First procedure).  ~ Hamasato and 
Akakura method. § The solution of the mucin was subjected to the colour reactions 
without preliminary fractionation. // Micro analysis. 


Fractionation of the Non-Amino Sugars of Pseudomucin as 
Methylphenylhydrazones. 


5 mgs. of the pseudomucin were heated on a boiling water-bath with 
300 cc. of 1 n. H,SO, solution for 3 ; hours. The hydrolysate was removed 


in the cold from sulfuric acid by the aid of a saturated baryta water and 
evaporated under a reduced pressure to about 300 cc. and 160 cc. of 25% 
solution of mercuric acetate were added. The deposit that was small in 
quantity was centrifuged off and the liquid was neutralized accurately with 
a saturated baryta water. Precipitates appearing hereupon were separated 
on a filter and barium and mercury precipitated out with just a sufficient 
quantity of 1 n. H2SO, and with H.S gas. The filtrate from the sulfide was 
condensed at 40°C to 100 cc. at first and, after passing ether in a continuous 
extractor to remove acetic acid, toabout 30cc. 1 cc. ofmethylphenylhydra- 
zine and then 95% alcohol enough to obtain a homogeneous solution were 
added, and the solution was stood for 10 minutes on a boiling water-bath and 
followingly in a dark room for several hours. Crystals, which came out 
meanwhile, were collected and recrystallized from 95% alcohol. The product 
was a mixture of crystals in a plate form and those in a thin needle form. 
Fortunately, however, we soon noticed that the former crystallize out from 
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hot alcohol more quickly than the latter, and fractional crystallization gave 
substances with constant melting points. The whole processes were carried 
out over again with another 5 gms. portion of pseudomucin. The total 
yields of the hydrazones were 120 mgms. each. 
Crystals in the plate form melted at 190-191° and analyzed: 
CsH,2»O;NN(CH3)C,H;: Calc., * 9.85% N. 
Found, 10.00% N. 
No depression of melting point occurred, when this substance was mixed 
with galactose methylphenylhydrazone. 
The crystals in the thin needle form melted at 181—182° and analyzed: 
CsH,2O,NN(CH3)C,H;: Calc., - 10.44% N. 
Found, 10.38% N. 


We were enabled to carry out this investigation by a grant from the 
Foundation for Promotion of Science and Industrial Research and that best- 
owed by the Grant Committee for Scientific Researches of the Education 
Department, which is gratefully acknowledged. 
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Meyer and Palmer' put forward in 1934 that mucoitin in vitreus 
humor is not conjugated with sulfuric acid, although the preparations 
obtained were quite impure. They? could later isolate it in a state analyti- 
cally more in accord with the theory and claimed further that umbilical 
cords contain a similar substance. The announcements were substantiated 
by M. Suzuki*® who separated the perfectly pure substances from the re- 
spective mucins. 

According to Meyer and his pupils, mucoitin is existent as such also 
in synovial and pleural fluids but in the form of Levene’s sulfuric ester in 
cornea mucoid and gastric mucosa of hog’, Komarov’ reported to have 
isolated pure mucoitinsulfuric acid from canine gastric juice as well as from 
the “ dissolved ” mucin of this juice. In the earlier period of our study of 
this series, Ozaki* obtained a carbohydrate preparation containing not 
only glucosamine, hexuronic acid and sulfuric acid but also galactose from 
bull gastric mucosa (the 4th stomach). It may be regarded, in the light of the 
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present knowledge, as an equimolecular mixture of mucoitinsulfuric acid, 
which seemingly came from his gastric mucoid*, and a monosulfate of an 
acetylglucosamine-galactose (1:1) complex. With respect to the carbohy- 
drates of snail mucus-mucinogen, H. Suzuki® allowed the possibility that 
one of them is mucoitinsulfuric acid. 

Of the recently alleged sources enumerated of mucoitinsulfuric acid, 
cornea mucoid has been demonstrated by M. Suzuki" not to contain 
mucoitinsulfuric acid but a monosulfate of an acetylglucosamine-galactose 
complex. We think a reinvestigation is desirable whether or not mucoitin 
really takes the form of sulfuric ester in the other tissues mentioned. It is 
because, on one hand, preparation of authentic specimens of this kind of 
substance is not easy, as is seen from the fact that all the substances, which 
Levene insisted through separation as well-characterized mucoitinsulfuric 
acid, have been disclosed, as mentioned, to be different substances. On the 
other, the stomach-mucoid of bull of Ozaki was not pure enough and H. 
Suzuki” did not deny the presence of free mucoitin in the mucus-mucoino™ 
gen. Fortunately Masamune and Osaki™ have devised a mild method 
to isolate pure mucoitin and chondroitinsulfuric acid, which will be a key to 
the solution of this problem. 

The account here deals with the attempt on the mucoid of gastric mu- 
cosa of bull. The substance prepared by Ozaki’s processes becomes water- 
insoluble with the lapse of time on standing. This is suggestive of its being 

“contaminated with coagulable proteins. Therefore we fractioned a similar 
product first with acetone and then through electrodialysis, whereby the 
impurities were removed and the carbohydrate content was raised. Further 
analyses pointed to the absence of hexuronic acid and hydrolytic sulfur but 
to the presence of acetylglucosamine and galactose in the equivalent ratio 
of 2to3. The amino sugar and the hexose were identified as pentabenzoate 
im the former and as methylphenylhydrazone and mucic acid im the latter. 
There remained thus no room for doubt that neither mucoitin nor its sulfate 
is involved, so that we did not dare to separate the polysaccharide from this 


glycoprotein. 
EXPERIMENTAL. 
Preparation and analysis of the mucoid. 


The inner surface of the fourth stomach of bull was rinsed under run- 
ning water. The mucosa separated and removed from the mucus mechani- 
cally#® was chopped and minced by means of a masticater (105 gms. of the 
mucosa in averages were obtained per stomach). The wet tisssue pulp 
from 5 to 13 stomachs was extracted with 5 times the weight of water" and, 
after addition of 4 to 10 cc. of 20% thymol solution in alcohol, agitated for 48 
hours. The extract was percolated through a gauze and centrifuged. The 
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centrifugate was mixed into the tissue residue for a further extraction, and 
from the supernatant liquid (orange-colored) was prepared the crude mucoid 
as follows. To the liquid (pH 6.8-7.2) was added 2% HCl in drops 
to about 4.5 in pH, whereupon maximal precipitation occurred. Centri- 
fuged. The clear supernatant fluid was then dialyzed against running 


. water for 2 days. pH rose to 5.0-5.6. The precipitate, which came out 


meanwhile, were separated off on a folded filterpaper and the fluid eva- 
porated under a reduced pressure to about 45 the volume. Thereby again 


precipitates appeared. These were centrifuged off and to the yellow half- 
transparent liquid were added about 6-7 volumes of alcohol (95%) and a 
little quantity of sodium chloride. All the alcohol-insoluble substance thus 
thrown down was washed 3-4 times with sodium chloride-involving alcohol 
and twice with ether and dried in vacuum. It amounted to 6.4—0.5% of the 
starting material. The second and the third extraction with decreasing 
volumes of water gave further products. Here the average’ crops were 
0.21 and 0.13% respectively of the material. 

Purification. The products above were combined and extracted twice 
with water (with 12 times first and then 10 times the weight of water). The 
extracts!® that were turbid were passed together through paper pulp with 
suction. To the filtrate, though still turbid, were added acetic acid (to pH 
4.0-4.4) and then 4 volumes of 95% alcohol and a little sodium chloride, 
The deposit was centrifuged, washed and dried as before. The amount of 
substance was reduced nearly to a half, but nevertheless no little portion 


(about : ) of it became insoluble on standing. Therefore, a further purifica- 


tion was tried by substituting alcohol for acetone and besides discarding the 
portion readily precipitable by this precipitant. Extraction was made 
twice; the total quantity of water used was 20 times the weight. The extract 
was again turbid’*. To it, therefore, added as much acetone" as to obtain 
a transparent supernatant liquid on centrifugation, and the part of the sub- 
stance still remaining in solution was precipitated with more 2.5 volumes of 
acetone. The latter deposit was washed three times with acetone and dried 
in vacuo. The yield reached only 15% of the product in the foregoing stage. 
Now most of the products were free from proteins, which become denatured 
on standing, and were composed similarly as was an example given below: 














ts Ve " 
Analyses yt ms = yen Analyses hy per an 
__weight ft y Mee: weight 
Nitrogen -- + -+| 13,06 Diphenylamine | rj 13.09 
Glucosamine «- -| 8,54 1,0 Average; --» =| 13,04 1.5 
Galactose ydrolytic sulfur -- 0.83 0.54 
Indole r. + + 12.94 Ash ~ wl 13.74 
Orcinol r,s + | 13,09 i 
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The products did not show the naphthoresorcinol reaction of hexuronic 
acid. The glycogen test with iodine also was negative. Molisch reagents 
caused violet coloration. Phosphorus was not detected. Hydrolytic sulfur 
was present. 

To see whether or not the hydrolytic sulfur involved is an impurity 
and simultaneously to reduce the amount of ash, 1.2 gms. of the preparation, 
whose analytical results have been tabulated above, were electrodialyzed, 
as dissolved in 200 cc. of water, against many changes of distilled water in 
a Pauli apparatus (200 volts). After the change of pH in the outside water 
had stopped, the dialysis was continued for more two days. Since flocculent 
precipitates came out during the dialysis, they were separated off on a 
funnel. The filtrate was evaporated in vacuo to 20 cc. and after centrifug- 
ing off what had come out again, the liquid was condensed furtheron. The 
remainder (about 2 cc.) was precipitated with 60 cc. of 95% alcohol and 
washed with alcohol and ether. The substance dried (white powder) 
amounted to 400 mgms. and analyzed: 














In equivalents in equivalents 
Analyses - _ per equivalent Analyses ip per ~~ equivalent 
ent ‘ cent . 
4:8 _ weight” Lies ada weight 
Nitrogen --- ++ --{ 12.07 Orcinol r. --- «+-| 19.74 
Glucosamine -~- -+-| 12.70 1.00 Diphenylamine I rj 19.03 
Acetyl --- +--+ +=! 3,26 1.07 | Average --- ++ ---| 19.50 1.52 
Galactose . Hydrolytic sulfur ---| 0.33 0.15 
Indole r.--- --» ++} 19,63 Ash see eee eee ees} 0,10 











Although the equivalent ratio of galactose to glucosamine was not 
altered by the dialysis, the contents of these sugar components were raised and 
simultaneously total nitrogen was decreased due to having precipitated out 
of the solution of the non-mucoid protein. The hydrolytic sulfur must have 
been a mere contaminant, because it was reduced to a negligible quantity.* 

Another preparation, which was obtained in a like way and had a 
resembling composition, was dissolved in water and after having been aci- 


dified to pH 4.5 with 5% acetic acid, shaken with ; the volume of an amyl- 
alcohol-chloroform (1:2 by volume) mixture. However, almost no jelly 


formed at the surface of contact of the solution and the organic mixture on 
centrifugation, and the recovered’* substance analyzed as before the present 


treatment: 











Analyses | In per cent | Analyses In per cent 
Nitrogen---  --+ see eee oes 12.02 | RIE. ws ae ve) 19.43 men 
Glucosamine--- +++ «+ «+. 13.01 i Orcinol | $, cee ee | 19.40 
Acetyl 260 one 06) | cee vee] 3.26 | Average a 19.42 
Galactose 

! } 
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Judging therefrom the mucoid had been probably freed from all protein- 
impurities by the electrodialysis.- The substance after electrodialysis 
showed the optical rotatory power: 
fal? =, 70-25% 2.9989 _ _54 7 
0.0137 x 1.001 x 1 


Identification of the amino sugar and ordinary sugar in the mucoid. 


For this purpose, 2 gms. of the mucoid were fractioned as had been a 
fragment of vitellin (Satohetal*). From the amino sugar fraction were 
obtained crystals in the form of long thin needle, which melted at 216° 
after recrystallization from alcohol. No depression of melting point occur- 
red when the,substance was mixed with glucosamine pentabenzoate. N, 
1.98%, (micro Dumas). Of the qrdinary sugar-fraction removed of mer- 


cury, barium and acetic acid and condensed, g were adapted to oxidation 
with nitric acid (Van der Haar®™) and ; to formation of methylphenyl- 


hydrazone (Van der Haar*). By the former operation mucic acid of 
typical crystalline form was obtained, whose melting point after purification 
was 225° and was not depressed when it was mixed with mucic acid from 
lactose. It gave also mucic acid thalium salt in the characteristic form (Van 
der Haar”), The methylphenylhydrazone that was separated and purified 
from alcohol melted at 191° and contained 10.08% N (micro Dumas). No 
depression of melting point was observed when it was mixed with the cor- 


responding hydrazone of galactose. 


We are indebted to the Foundation for Promotion of Science and Indus- 
trial Research and to the Grant Committee for Scientific Researches of the 
Education Department for grants to carry out this investigation. 
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In his communication on submaxillary mucin, Blix" stated that pre- 
liminary treatment with hot alkali is unnecessary for this glycoprotein, in 
contradistinction to ovo-, cornea- and hyalo-mucoid and funis- and stomach- 
mucin, to give a colour reaction with Ehrlich dimethylaminobenzaldehyde 
reagent. This discovery deserves much attention because of its important 
meaning in the study of the form of acetyl as linked with hexosamine in the 
protein molecule. 


To make the test more sensititive and the developed colour more durable, 
we elaborated the technique as follows: 

A requisite amount of a glycoprotein (or its polysaccharide separated) is 
taken up in 1,5 cc. of gn. NagCO, solution and heated in boiling water for 
5 minutes. It is then cooled and after addition of lcc. of an Ehrlich reagent 
(prepared by dissolving | gm. of p-dimethylaminobenzaldehyde in a mixture of 
90 ce. of glacial acetic acid and 10 cc. of concentrated hydrechloric acid), again 
immersed in boiling water (“ Indirect process”). “ Direct process” is carried 
out similarly but the Ehrlich reagent above is added to the alkaline solution 
of the substance without preliminary heating of the latter. 


1] 
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The present work was induced by the observation that the red colour 
which is developed by the indirect process from acetylglucosamine, ovomuc- 
oid and mucoitin is tinged purplish but that by the direct process from the 
salivary mucin is not. In harmony with the divergency of colour nuance, 
the former dye showed a spectrum having two absorption bands, the one 
(the first band) extending from 600 to 570 my of 2 (max., ca 585 my) and the 
other (the second band) from 550 to 530 my (max., ca 540 my), whereas the 
latter had only one band between 580 and 540 my (max., ca 565 mp).? 

The purplish red colour by the indirect process is produced very quick- 
ly (in 30 seconds at the latest) on heating the reaction mixture and fades 
gradually after having reached the maxium intensity, but the coloration 
caused in the direct way takes about 3 minutes of heating for its appearance 
and 10-15 minutes for the full development. We found furthermore that 
in the indirect assay of the salivary mucin the colour peculiar to this process 
is replaced, when the heating is continued, by a genuine red colour which 
has a spectrum identical with that of the dye by the direct process and is 
similar also in connection with the time of appearance and maximum de- 
velopment. 

All other glycoproteins, which gave the positive direct reaction, showed 
the same one-band spectrum as the salivary mucin not only by the direct 
method but also when heated long with the Ehrlich reagent in the indirect 
procedure. 

The dye with the one-band spectrum appeared also, though faint, when 
an alkaline solution of the salivary mucin was heated at first with the quanti- 
ty of hydrochloric acid,? which is normally used together with dimethylamino- 
benzaldehyde, and followingly mixed, when cold, with the Ehrlich reagent 
containing no hydrochloric acid.‘ To add in passing, neither the direct 
nor the indirect process caused any coloration from glucosides of acetylglu- 
cosamine (methyl- and phenyl-glucoside), as is already known. 

From these facts one may plausibly assume that some of the acetyl rests 
under discussion exist as such (open type) as in simple acetylhexosamine, 
but others as taking part in formation of a nitrogenous ring quite resistant to 
alkali (closed type). 

According to the consequences we obtained by this test, polysaccha- 
rides of various glycoproteins may be classified into three groups: 

I. Those which give the two-band spectrum characteristic of simple acetyl- 
hexosamine but do not give the one-band spectrum (In these all the N-acetyl rests take 
only the form of the open type): 

Mucoitin 

Chondroitinsulfuric acid’ (very weak indirect reaction) 

Limacoitinsulfuric acid* (extremely weak indirect reaction) 

Acetylglucosamine-galactose complex in the mucus mucin of snail*,’ 
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Acetylglucosamine-galactose complex of foot mucin of snail* 

Acetylglucosamine-mannose complex from ovomucoid® 

II. Those which give the both spectra (In each of these polysaccharides, one 
or more of the hexosamine molecules possess N-acetyl of the open type and the re- 
maining that of the closed type): 

The so-called third carbohydrate” of salivary mucin 

The carbohydrate of seromucoid™ 

The carbohydrate of tendomucoid a’®,'* 

Acetylglucosamine-galactose-sulfuric acid complex of chondromucoid".* 

“ " = a ”” osseomucoid!%,!4 


The carbohydrate of mucinogen in the covering of toad eggs'® 

The carbohydrate of urinomucoid'*,!” 

Blood group A substance form gastric mucus of hog'® 

The carbohydrate in the mucosa-mucoid of the fourth stomach of bull’® 
Ill, Thsoe which give only the one-band spectrum (All hexosamine molecules 


possess N-acetyl of the closed type): 
The carbohydrate of vitellomucoid* 


We are indebted to the Foundation for Promotion of Science and Industrial 
Research and the Government Grant Committee for Scientific Researches of 
the Education Department for defraying the costs of this work. 
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LXXXH. A New Method for Determining Glucuronic Acid in Glycoproteins. 
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(From the Medico-Chemical Institute, Tohoku 
Imperial University, Sendai. Director: 
Prof. H. Masamune.) 


(Received for publication, February 20, 1943) 


As has been demonstrated in several communications of this series, the 
orcinol (a modification of Till mans and Philippi method) and the indole 
(Disc he method) reaction give accurate values of glucuronic acid in mucoit- 
in and chondroitinsulfuric acid. These methods, however, can not be 
applied directly to most of the glycoproteins containing this kind of poly- 
saccharide because of the co-presence of hexose. We tried in vain to remove 
hexose from the hydrolysates of glycoproteins, retaining glucuronic acid, but 
fortunately noticed that the dyes, which are produced by the above reactions 
from hexose, are adsorbed well by phosphotungstic acid in contradistinction 
to those from glucuronic acid. This finding led us todevise anew method 
more feasible than the known methods" based on the principle of Tollens 
and Lefévre. It is adaptable not only to glycoproteins but also to tissues 
under the restriction that the substance to be analyzed involves hexose 1} 
times as much as glucuronic acid or less. 


Reagents. 
(1) 1 n. H,SQ, solution. 


(2) 20 gm/dl solution of phosphotungstic acid (H7[P(W207)¢]+22H,0, 
Nakarai). 

(3) Indole reagent. 
1 gm. of indole in 100 cc. of alcohol is added to a mixture of 450 

cc. of concentrated sulfuric acid and 190 cc. of water. 

(4) Orcinol reagent. 
2 gms. of orcinol (E. Merck) are dissolved in 100 cc. of dilute 
sulfuric acid (H,SO,-H,O=1:3 by volume). 


Technique. 
A weight of a glycoprotein or tissue (well ground) containing 40-60 
mgms. of glucuronic acid is shaken with 5 oc. of 1 n. H,SO, solution, as seal- 
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ed in a tube, in a boiling water-bath. When the heating has been continu- 
ed for more | hour after dissolution of the substance, which takes 1-2 hours, 
the hydrolysate is cooled and filtered. 4 cc. 
of the filtrate are then mixed with | cc. 
of the phosphotungstic acid solution and 
stood for | hour and the deposit is separated 
off on a filter. 1 cc. of the clear solution 
obtained is submitted immediately to the 
indole reaction of Dische® and the remain- 
ing, after dilution twice with water, to an 
orcinol reaction (modified Tillmans- 
Philippi)’ taking 1 cc. When cold, the 
reaction mixtures are each agitated and 
poured with 500 mgms. of phosphotung- 
stic acid’ in a Gwiggner funnel plugged 
with glass wool (Fig. 1) and filtered with is 
suction (jet pump). The turbid filtrate at : 
the beginning is brought back on the funnel 
and the whole transparent filtrate is passed | 
through the glass wool once again.? The 

depths of the colours are measured in a colori- 

meter against the standards which have been 

prepared by subjecting 0.01 gm/dl glucose solution, in parallel with the 
respective main runs, to the colour reactions. 


Fig. 1. 
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Calculation. 


Calculation is made from the curves which are plotted from the colour 
intensities developed with variously concentrated solutions of free glucuronic 
acid. 


REMARKS. 


1. When the both colour reactions do not give coinciding figures as 
expressed as glucuronic acid, hexose exceeds, in the analyzed material, its 
relative amount conditional for the availability of this method (s. above). 
Practically in connective tissues and glycoproteins its content does not reach 
beyond this limit. 

2. Glucuronic acid subjected to the whole procedure as free acid or 
mucoitin gave calculated values. Phosphotungstic acid could not perfectly 
adsorb off the dyes from a hexose (glucose, mannose and galactose were 
examined) in the absence of gulcuronic acid while it did when the uronic acid 
was co-present. 500 mgms. are the least requisite amount of phosphotungstic 
acid to be supplemented. 400 mgms, could not entirely remove the dyes 
from a hexose as mixed with glucuronic acid, but, on the other hand, very 
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large amounts such as 1 gm. adsorbed that from glucuronic acid besides, 
though not considerable. 

3. Table I shows the values of glucuronic acid obtained by the present 
method in several glycoproteins with those calculated from furfural yeilds 
(Tanabe method‘) for comparison. In the same table are further seen 
hexose contents of those glycoproteins (the second procedure of Masamune 
and Tanabe"). 

















TABLE I. 
Glucuronic acid( 9%) | 
Glycoprotein Osaki| Tanabe Hexose (22) | Remarks 
_ method| method | — : 

TendomucoidB--- --- -- 658 | 6.27 | 6.36(Galactose) ef. Sasaki" 
Mucus-mucin from snail--- 6.03 6.10* 5.4* |Preparation of H. Suzuki® 
Scleramucoide--- -- «| 6.26 | 6.26 | 5.25 (Mannose) |cf. Osaki™ 

4 gin ad he | 1018 }246(¢°,, )iso ww. ™ 
Umbilical mucinft --- ---) 16.59 | —— — Glucosamine, 15.4792 
Osseomucoid +--+ +» ++ 6,45 | 6.60 4.80 (Galactose) Preparation of Hisamura" 


* These are figures obtained on the mucus-mucinogen. According to H. Suzuki, the 
mucus-mucinogen and -mucin analyze similarly with respect to these components. 
+ A preparation which was obtained by precipitating with acetic acid an extract of human 


umbilical cords. 


The expenses of this work were defrayed by a grant from the Foundation 
for Promotion of Science and Industrial Research and that bestowed by the 
Government Grant Committee for Scientific Researches of the Education De- 


partment. 
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Urea as Natural Antisepticum : 
A Teleological Consideration of Urea as Terminai 
Product of Protein Metabolism. 


By 
Akira Sato 
° :; “i EE ® 


(From the Department of Pediatrics, Faculty of. 
Medicine, Tohoku University, Sendai. 
Director: Prof. A. Sato.) 


(Received for publication, July 1, 1946) 


Two series of researches made here have aroused my special interest for 
urea. On one hand yakriton,' detoxicating hormone of the liver (isolated 
by myself in 1926) synthesized? urea from NH,-salt in vive. On the other. 
Arakawa-positive human milk* has turned out to differ chemically from 
the Araka wa-negative in every respect.~* Sowhen Sugihara had found 
out that urea occurs in equal amount in Arakawa-positive milk as well 
as Arakawa-negative milk,’ it was a great surprise to me. 

This surprise led me (1937) to try urea poultice for rhagades of mam- 
mary nipples. The mother of an infant patient in charge of Dr. Shindo 
(now in Kobe) was the very first case. We used 10% solution with favour- 
able result also in later cases. Here I saw a fine example, why urea which 
could otherwise serve as a sourse of energy should remain as such even in 
good human milk. 

The very first use of urea as a disinfectant seems to date as back as 
1915.7. Kirk used it for surgical purpose probably on the basis of Sym- 
mers’ bacteriologic observation. Recently it has come to be frequently 
used in combination with other remedies for desinfection. Oura (1940) 
published a short report of urea treatment for abscesses. 

So I believe that I have been able to prove (though of course only 
partly) the raison d’étre of urea in human milk. [ 
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Biochemical Studies on Carbohydrates. 
LXXXIII. Mucoids of Sclera. 


Second Paper. 


By 


Syoh-Iti Osaki. 
(2 TE —) 
(From the Medico-Chemical Institute, Tohoku 
Imperial University, Sendai. Director: 
Prof. H. Masamune.) 


(Received for publication, February 20, 1943) 


In the first paper S ato h' suggested the presence of mucoitin and chon- 
droitinsulfuric acid together in “scleramucoid.” He obtained the pre- 
parations by extracting bull sclera with a lime water with following preci- 
pitation by means of HCI, and made the inference above on the basis that 
the equivalent ratios of hydrolytic sulfur to amino sugar or glucuronic 
acid in them were 1:2. 

It is conceivable that there exist in this tissue two glycoproteins, of which 
one involves mucoitin and the other chondroitinsulfuric acid. So we under- 
took in the present work to separately isolate these possible mucoids. After 
attempts was chosen a means to extract at first the fresh tissue with a saline 
solution and second the residue with a lime water. Precipitates were ob- 
tained from each extract by acidulation of the latter with HCI (scleramucoid 
“q@” and “8”). The mucoids, which had been purified till free from 
phosphorus, analyzed differently from each other and the equivalent pro- 
portion of hydrolytic sulfur to glucuronic acid was approximately 3:2 in the 
a mucoid and 1:1 in the f. 

These ratios differ from the corresponding ratio in Satoh’s scleramu- 
coid, and it is now unnecessary to accept the simultaneous presence of itin 
and itinsulfuric acid in this tissue. Further analytical data seen in Table 
I imply that besides itinsulfuric acid an acetylhexosamine-mannose complex 
as sulfuric ester and a similar carbohydrate uncombined with sulfuric acid 
are involved in the a and the 8 mucoid respectively. Treatment of the 
mucoids with formaldehyde according to Masamune and Osaki? se- 
parated chondroitinsulfuric acid from both of them. The residues were 
subjected to the procedure of Sasaki® that cleaves off the methylene groups. 
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In the 7 mucoid, the product, which was obtained thereby, analyzed as de- 
monstrating that the part, constituting with chondroitinsulfuric acid the 
whole molecule of the mother mucoid, had been perfectly recovered, but the 
one from the « mucoid was not similar in this respect, its polysaccharide 
diverging, in percentage in the substance as well as in quantitative propor- 
tion between its monosaccharide constituents (mannose and acetylhexos- 
amine), from what had been expected. In the make-up of the a mucoid 
partake probably two proteins, which have each a different polysaccharide, 
in addition to chondroitinsulfuric acid, and one of them was lost* during 
the course of separation. 

The chemical nature of hexosamine in the mannose-containing poly- 
saccharides could not be established owing to the shortage of material, but it 
is plausibly assumed as glucosamine, because Levene and Lé6pez-Suarezs 
have already isolated glucosamine besides chondrosamine from a probable 
polysaccharide-mixture from sclera. 


EXPERIMENTAL. 


Preparation of Scleramucoids a and 8 


From ox eyeballs brought soon from a slaughter-house was separated 
sclera by removing all neighhouring tissues: lens, retina, choroid, vitreus 
humor, tendon, conjunctiva, blood vessels, cornea and optic nerve. Its parts 
(0.5 and 0.3 cm. wide respectively) surrounding cornea and the optic nerve 
were also dissected off. Then it was cut into smallest possible pieces with 
scissors. 

A typical example to prepare the crude mucoids was carried out as 
follows: 

(a) Crude scleramucoid a. 329 gms. of the tissue (from 100 eyeballs) 
obtained as above were washed with many (usually six) 1.5 1. portions of 
water (thymol was added as 20% alcoholic solution), until the washing was 
not stained anymore. After this preparatory treatment, the tissue was ex- 
tracted repeatedly at room temperature by shaking with 5 times the weight 
of 0.85 % NaCl solution mixed with thymol for 48 hours. The extracts 
(pH 7.0) (faintly turbid and brownish) were acidified with hydrochloric 
acid to pH 5.6, where maximum precipitation occurred. (From the fourth 
extract nothing came out on acidification.) The deposits were washed 
together twice with a dilute hydrochloric acid solution at pH 5.6, with 
changes of 50% alcohol so long as the chloride test was given, twice with 95% 
alcohol and finally twice with ether and dried in a desiccator. The sub- 
stance was then suspended, when dry, in 700 cc. of water and dissolved by 
the aid of 1% Na,CO, solution. pH of the brownish solution obtained was 
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9.0. The insoluble part, which reached only a small amount, was centri- 
fuged off and 0.2% hydrochloric acid was added to pH 5.6. The flocculi 
coming out were dissolved and precipitated once again in a like way, washed 
and dried as before (crude scleramucoid a). The yield of the greyish powder 
obtained was | gm. 

(6) Crude scleramucoid 8. The residue of the tissue above was next 
subjected to extraction with half-saturated lime water. The manner wa. 
similar. Into the fourth extract came no acid-precipitable substance overs 
The precipitates, which appeared on acidifying the extracts to pH 5.6, were 
combined, washed exhaustively with dilute hydrochloric acid at the same pH, 
and when the washing (the 6th washing) showed no biuret reaction, treated 
with alcohol (twice) and ether (twice) and dried in a desiccator. Dissolu- 
tion in water (700 cc.) by the use of the lime water and precipitation of the 
powder obtained were made twice. Washed and dried. The brownish 
product weighed 0.5 gm. 


Purification. 

Since both of the above products contained phosphorus, they were 
purified by means of baryta water. 

The procedure will be given in detail taking an example on the a 
mucoid. 1 gm. ofthe crude product was kneaded in water, water increased 
up to 100 cc. and saturated baryta water dropped in. Most of the sub- 
stance went into solution at pH 9.0 (2.5 cc. of the baryta water were requir- 
ed). Theinsoluble part was removed by centrifugation and the supernatant 
liquid, which was turbid, was clarified by filtration with suction. To the 
yellowish filtrate were added 2 drops of 2n. HCl (pH was shifted to 2.6) and 
the deposit was centrifuged and washed 3 times with a dilute hydrochloric 
acid (2 drops of 2 n: HCl in 40 cc. of water), whereby all barium could be 
eliminated. It was further washed with alcohol and ether, twice each, and 
dried. The white powder that was obtained amounted to 407 mgms. P was 
absent. 

In the case of the 8 mucoid, the solution (pH, 9.2) prepared by means 
of Ba(OH), was brought to pH 4.5, where precipitation occurred at maxi- 
mum. A dilute hydrochloric acid at this pH was employed for washing. 
The yield of the product (white powder) was in averages 0.43 gm. for 1.0 gm. 
of the crude substance. It was free from phosphorus. 


Properties of the Mucoids. 


1. Qualitative tests. 


The mucoids behaved both similarly towards colour and precipitation 
tests for protein. 
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(a) The colour tests. 























Reaction —-Seletame|Selerame-| Reaction _ Seleparnu[Scleramu 
ee ae eee Sven a <a 
Bharat me nee tee ows + + vanilline 
Millon «-- --- ++ -+| +(weak) +(weak)! (for tryptophane) ---| + + 
xanthoprotein + + lAdamkiewitz--- --| = x 
Sakaguchi + + ‘Ehrlich p-dimethyl- 
Ebrlich diazo --- + + | aminobenzaldehyde 
Hopkins and Cole | — _ | (for tryptophane) ---| +(weak)) +(weak) 
reduced sulfur co oa |Liebermann rs a | y +( » ) 


(b) The precipitation tests. 

Solutions of the mucoids at pH 7.0 (prepared by the aid of NaOH) 
were adapted. 

The mucoids were precipitated markedly by tannic, picric, hydro- 
chloric (soluble in excess of this acid) and acetic acid and lead and mercuric 
acetate, but only faintly by lead subacetate, HgCl, and CuSO, and by 
saturation with (NH,)2SO,, and were not at all by ferrocyanic and nitric 
(concentrated) acid and by saturation with NaCl, Na,SO, and MgSQ,. 
They came out on addition of sulfosalicylic and trichloracetic acid but 
dissolved again in the excess of these acids, as when HCl was used. 

When the solutions acidified with acetic acid were boiled with NaCl 
precipitation became more remarkable. 


2. Quantitative analysis. 


The following methods were employed for quantitative analysis. 

N: micro-KjeldahI method. Hexosamine: Hamasatoand Aka- 
kuramethod. Hexose: the second procedure of Masamune and Ta- 
nabemethod. Glucuronic acid: the indole and orcinol method of Osaki® 
and thefurfural method of Tanabe. Acid-hydrolyticsulfur: gravimetrical- 
ly under the conditions chosen by M. Suzuki. Acetyl: M. Suzuki 
method. Ash: micro analysis. 

Figures obtained are embodied in Table I. 


3. Optical rotatory power. 
(a) Scleramucoid a. 
19.4 mgms. of Prep. I were suspended in 2 ce. of water and dissolved by 
addition of 0.01 n. NaOH in drops. pH of the transparent solution ob- 


tained was 8.2. 
—0.36x 9.122 


Tl 
[a] ,- 0.0194 x 1.001 x1 727-9" 
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Tasie I. 
Scleramucoid « Scleramucoid 8 
: In equivalents per) nequivalents per 
Analysis Ps » ‘Per namnait equivalent “weight In per cent Coottaeae’ weight 
Prep.jPrep.|Prep.|Prep.|Prep.|Prep. Prep. Prep.|Prep.|Prep.|Prep.\Prep. 
I | Ui) 1 1 | Wi} © | Tl | . | oe nis 
Nitrogen = «++ =++_—=*+| 12.40} 12.28] 12.12 12.08} 12.20} 12.04) 
Hexosamine --. --- ---} 1 }.21} 10.81| 11.01| 2.00, 2.00, 2.00 10.74) 10.70, 11.06, 1.00, 1.00, 1.00 
Acetyl +++ se s+ +f 26) 1.94 2.48) 2.43) 0.96; 0.94 
Hexose as mannose 
Indole r. --- ++» ++ 5.38f 5.33] 5.35 2.54 
Orcinol r. --- --- +++| 5.24) 5.07) 5,21 2.45 
Diphenylamine I r.-*| 5,08) 5.07} 5.2 2.41 
Average + +--+ -+-| 5,231 5.16) 5.25} 0.93) 0.95) 0.95 2.46 0.22 
Glucuronic acid 
Osaki method: 
Indole r. sete 6.21 10.55 
Orcinol r. +--+ ++ 6.31 10.46) } 
Average «++ 6.26 1.07 10.51 | 0.88 
Furfural method: ---| 6.85} 6.24) 6.26) 1.12 7 — 10.18, 0.88) 0.82) 0.84 
Acid-hydrolysable S_ ---| 1.40} 1.54) 1.54) 1.40 1.56) 1.71) 1.68) 1.69) 0.89) 0.88, 0.85 
Bieta. he ae © sl 102, | . | 074 | 155} | | 











* Electrodialyzed (200 volts). For this purpose 550 mgms. of a specimen obtained simi- 
larly as Preps. I and II were dissolved in 60 cc. of water by the use of NaOH. At the end 
of the dialysis, the substance came out of the solution. After washing with alcohol and 
ether and drying, the white product weighed 400 mgms. 


(b) Scleramucoid £. 


1.76 mgms. of Prep. I were used. Thesolution was prepared ina similar 
manner as above. Its pH was 8.2. 


—0.387 x 3.204 


10 ’ 
[a] = 0.0176 x 1.004x1 =—79-! 


Separation of the Scleramcoids into Chondroitinsulfuric Acid 
and the Remaining Part or Parts. 


1. Scleramucoid a. 


7 gms. of the mucoid were subjected’ to the procedure for preparation 
of chondroitinsulfuric acid of Masamuneand Osaki?. 280mgms. of acid 
sodium salt of chondroitinsulfuric acid were yielded. It was readily soluble in 
water and gavea plain green colour by the M olisc h reagents and the positive 
naphthoresorcinol reaction for hexuronic acid (2 mgms. of the substance 
were used). Hydrolytic sulfur was present (2.4 mgms. were hydrolyzed 
with 4cc. of 1n. HCl and filtered and to the filtrate was added 5% BaCl, 
solution in drops). Faint red colour was developed from it by p-dimethy]- 
aminobenzaldehyde, only when its alkaline solution had been prebiminarily ~ 
heated (Osaki and T uru mi procedure’; the substance taken was 4 mgms.)" 
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The quantitative composition and optical rotatory power embodied in 

Table II demonstrate it to be chondroitinsulfuric acid (acid sodium salt), 

though not perfectly pure (comp. with the corresponding figures of the pre- 

paration of Masamune and Osaki? and that of Osaki and Hase- 
gawa’), 

> From the residue’ 

in the above stage, 200 

In equivalents per gms. were heated for 

equivalent weight 30 minutes with 0.05 n. 


TABLeE II. 





In per cent 


a . a. i. 2 ‘102 HCI in boiling water 
Glucuronic acid according to Sasaki’*, 
Endole f. oe on 36.97 Most of the substance 
iced ae . dissolved thereby. After 

Vda wee tee nee 37.18 1.00 ‘ ° 
centrifugation, the su- 


ML. sind es Obed 24.63 





- -— pernatant slightly color- 
[o1¥fin water) | —246( = p30) ed liquid was brought to 

pH 5.6 with sodium 
carbonate and precipitated with 5 volumes of 95% alcohol. The substance, 
reprecipitated from water (sodium carbonate was employed for dissolution ; 
pH of the solution, 9.0) and washed with alcohol and ether, weighed 180 
mgms. Hydrolytic sulfur was detected. The quantitative analysis and the 
optical measurement (the solution for the optical measurement was prepared 
by the aid of 0.01 n. NaOH; pH of the solution was 8.0) gave the values as 
follow: 


Nitrogen 14.82% Average 3.21% 
Ordinary sugar as mannose: Hexosamine 0.71” 
Indole r. 3.36 ” NH,-N 1.25” 
Orcinol r. 3.10” Ash 2.06” 
Diphenylamine I r. 3.16” 
—0.646 x 3.0411 


[al = 070265 %1.0005 x 1 = 74!" 
The figures of the monosaccharide-constituents diverge from those 
anticipated from the composition of the a mucoid as already mentioned. 


2. Scleramucoid f. 


The processes applied were the same as thosein /. 300 mgms. of chon- 
droitinsulfuric acid (acid sodium salt) and 3.8 gms. of the remaining part 
were recovered from 5 gms. of the # mucoid. 

The preparation of chondroitinsulfuric acid was sim’ar to the one from 
‘the a mucoid in not only qualitative but also quantitative (Table III) 
respects. 
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The moiety other 














ree ‘ TaBLe III. 
than chondroitinsulfuric 
acid analyzed as follows: In per cent equivalents per 
Nitrogen 15.52% equivalent weight 
Hexosamine 2.18% Nitrogen--» --- «++ | ++ 2.78 1.03 
Ordinary sugarasman- Glucuronic acid 
nose . ‘ Indole r. --+ ++ v4] 37.30 
Orcinol r. --- 37.34 
0/ eee F. aa 
Indole r. 2.77% Average 37.32 1,00 





—0,152 x 3.0198 
0.0196 x 1.0001 x 1 


Diphenylamine T r. oe 
2.83% [a], (in water) 


Average 2.79% 
BS ¢- , . —0.199 x 3.5165 
[a], of its solution at pH 8.0 was —34.7 (- 0.0901 x 1.0020x r) and 





Orcinol r. 2.77% Poy, sire 2 19.08 


~23.4° ( “ 


the solubility resembled that of the above protein from the a mucoid. 


Parts of the expenses of this work were defrayed by a grant from the 
Foundation for Promotion of Science and Industrial Research and that 
bestowed by the Grant Committee for Scientific Researches of the Education 
Department. 
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Probable Explanation for Discrepancy of Opinion 
concerning Acid-neutralizing Ability (=AmnA) 
of Human Milk in Cases of Infantile 

Beriberi. Preliminary Report. 


By 


Akira Sato and Takeshi Naito 
(‘em we) A ® w®) 
(From the Department of Pediatrics, Faculty of Medicine, 
Tohoku Imperial University, Sendai. 
Director: Prof. A. Sato.) 
(Received for publication, July 1, 1946) 


About 10 years ago there was a discrepancy of opinion of human milk 
in cases of infantile beriberi. Only a few authors took part in the discussion. 
We believe, even if a large number of authors had done so, this problem 
could not have been solved at that time. 

In 1922 Shizume et al reported that human milk of infantile beriberi 
showed a decrease of AnA. Ohi however saw no such a rule. 

Now, human milk negative to Arakawa’s Reaction (=AR;; first 
publishid in 1930) is generally a milk secreted from B,-avitaminotic body. 
And the most eloquent evidence that AR is negative in infantile beriberi was 
delivered in 1936 by Fehily, who had seen a number of even fatal cases. 

Shizume et al were partly right, because the majority of Arak awa- 
negative cases show, as we see, a decrease of AnA. Nor was Ohi wrong 
either, because some cases show an increase of it. 

Further, at that time apparently healthy mothers with negative AR 
must have been used as controls, so that cases with a remarkable decrease 
of AnA were probably found among “ healthy controls.”” Nor had the fact 
been yet known that really healthy mothers could probably have shown a 
decrease of AnA during an occult menstruation. 

From the view point of AnA, it is safe to conclude that a decrease of 
AnA will occur more often in mothers of infantile beriberi than in apparently 
healthy lactants. 





* 
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Uber die Bakterienproteasen. 


I. Mitteilung. Uber die Prot irkung von Staphylococcus 
pyogenes citreus.*) 





Von 


Tatsuji Abe 
(i mt X) 

(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der 
Medizinischen Fakultat der Kaiserlichen Tohoku- 
Universitat, Sendai. Direktor: Prof.S. Utzino.) 
(Received for publication, April 23, 1944) 


Im Jahre 1937 hat Maschmann (1937)” uber die Proteinasewirkung 
des Kulturfiltrats der gelatineverflissigenden apathogenen Bakterien (B. 
prodigiosus, B. pyocyaneus etc) berichtet. 

Nach seiner Ansicht liegt die Optimalreaktion dieser Proteinase bei pH 
7 und dann gelang es ihm auch die Proteinase von den Peptidasen nach 
Methanolfallung zu trenngn. Darauf beschaftigte er sich mit dem Studium 
betreffs der pathogenen anaeroben Bakterien (1937-38)" und stellte die 
Aktivierbarkeit der Anaerobienenzyme (1938, 1938-39)” fest. 

Die umfangreichen Untersuchungen von I maizu mi (1938) beziehen 
sich auch auf die Proteasenwirkung der gelatineverfliissigenden oder gela- 
tinenichtverfliissigenden Bakterien. Als Enzym kamen dabei Mazeration, 
Trockenpraparat und Bouillonfiltrat in Betracht. Darauf haben Saitoo 
(1941) und dann Onisi (1941) im hiesigen Institut iber die Proteasen- 
wirkung von Gartner-, Timothee-bakterien oder saurefesten Bakterien 
berichtet. 

Um Weiteres zur Kenntnis der Bakterienenzyme beizutragen, beschaf- 
tigte Verf. sich hier unter Leitung von Prof. Dr. Utzino mit dem Studium 
iiber die Staphylokokkenproteasen. In dieser Hinsicht hat schon Ima- 
izumi (1938) eine ibersichtliche Betrachtung betreffs der Staphylokok- 
kenproteasen in seinen enzymologischen Studien iiber die gelatineverflis- 
sigenden Bakterien dargelegt. 

In der vorliegenden Arbeit unternahm nun Verf. zuerst eine verglei- 
chende Beobachtung der Proteasenwirkung von drei Staphylokokkenarten 
und dann bediente er sich als Enzympraparate des Autolysats und des 





*) S. Utzino und Mitarbeiter; Uber die Bakterienenzyme. XX. Mitteilung. 
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Trockenpulvers von Staphylococcus pyogenes citreusin Versuchen. Dieser 


T. Abe 


Citreus-Stamm erwies sich als proteolytisch sehr stark aktiv. 
Nach den Angaben von Saitoo (1941)® und von Osima (1943)” kanu = 


hier zuerst als aktives Enzympraparat das Autolysat von Bakterienleibern 
Die Bakterienleiber wurden mit der dreifachen Volummenge 
Wasser im Brutschrank 24 Stunden lang unter Toluol autolysiert und die 
abgeschleuderte Autolysatfliissigkeit wurde bei den Versuchen verwendet. 


in Betracht. 


Versuchsteil. 


TABELLE I. 





Proteolytische Wirkungen des Autolysats von verschiedenen 


Enzym: 


und gepulvert. 


Staphylokokkenarten. 


Stunde lang bei 37° aufbewahrt und dann zentrifugiert. 


Versuchsansatz: 2 ccm abgeschleudertes Pulverextrakt+ 10 ccm 2%ige Protein-, Pepton- 


Die aus Agarplatten gesammelten Staphylokokkenleiber (Kulturdauer 1 Tag) 
wurden mit Aceton und Ather behandeit, iiber Schwefelsiure im Vakuumexsikkator getrocknet 
Beim Versuch wurde eine 4%ige Pulversuspension in Glycerin-Wasser (1:1) 1 


oder 0,1 Mol-Peptidlésung+ 10 ccm Phosphatpuffer+ Toluol ; digeriert bei 37°. 
Kontrollversuche mit Enzym-Puffer ohne Substrat. 


Die Aciditat in 4 ccm Digestat formoltitrierte man nachSérensen. Die Kontrollwerte 
wurden von denen des Hauptversuchs abgezogen und diese korrigierten Werte sind in der Tabelle 
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Stanhvlo- 






































angegeben. 
Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 
Substrate Stamme|, -~PH | 60 6,6 7,0 7,6 8,0 
mT: se Zeit (st) 
| lx 24 0,1 0,18 | 028 | 0,16 
2 | — 72 0,24 0,28 0,32 0,25 
eo | ——— ——— | —— 
Z| Casein | Ne. 24 0,08 | 0,05 | 01 | 0,04 | 0,05 
¢ | (Hammarsten) " 72 0,09 0,07 0,05 0,03 | 0,02 
£, Ne 24 0,06 | 0,08 0,15 | 018 | 0,14 
5 | 72 0,28 | 0,29 | 037 3 0,36 
5 | | Nr. 24 0,03 | 0,1 0,1 0,16 | 0,09 
5 | <— 72 0,15 | 026 | 031 058 | 0,17 
= ————————— 
, sha i 24 0,09 0,07 | 0,04 | 0,7 
= Gelatine S | Nr. 72 0,01 ax 0,05 0,02 
FI] | ieiaetiade OTE oe 
w | | Nr 24 0,02 | 0,1 0,12 0,08 0,02 
Sag 72 0,18 | 021 | 024 | 025 | 023 
é| Pee 24 2,02 0,05 | 0,05 
a» | | ‘ 72 - 0.05 | 0,09 
e | eS wench 
= | 
be | me lw 24 0,04 0,03 | 0,06 | 0,01 
“in Nr. ~ O , , ’ 
z (Hammarsten) 72 0,05 0,06 one 0,04 
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Proteasenwirkung von Staphylococcus pyogenes citreus 


TABELLE I. (Fortgesetzt) 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat (ccm 0,1 n-NaOQH) 





















































Substrate Stimme|, ~PH | 60 6,6 7,0 7,6 8,0 
— [ Zeit sty. | 5 

é ; 29 = 0,02 | 0,05 | 0,02 0 
88 ne. 72 | 004 | 0.05 | 005 | 0,02 
>o Gelatine S a: ee 2 ae a 
. f Nr. 2 24 ei | .. | 0,04 | 0,07 | 0,01 
& — 72 0,01 | 0,02 | 0,07 0,2 0 

3 a a 24 0,19 | 0,44 | 0.45 | 0,11 | 0,09 
£ a 72 0,65 | 082 | 085 | 0,28 | 0,23 

5 Rit a Ble 

3 (Hammarsten) ef | 94 0.03 | 0.02 | 004 | 007 0,04 
2 72 009 | ... | O16 | O17 | 0,12 
5 Si ‘ ion 5S Mo? a oo 
Se Nr. 1 24 0,03 | 03 | 0,47 0,21 0,23 
8 ~~ 72 0 | OS | 058 | 045 | 0,42 
= Gelatine S a 

= Nr. 2 ; ae 0,02 0,01 | 0,05 0,02 0,04 
5 . | 72 cn 0,08 | 0,08 | 0,08 | 0,08 








Unter den hier gepriiften Staphylokokkenarten zeigte das Autolysat 
von Staphylococcus pyogenes aureus oder citreus eine starke Proteaseak- 
tivitat, dasjenige von Staphylococcus pyogenes albus aber eine sehr minder- 
wertige (Tabelle I). Unter den erst genannten Stammen war die Wirkung 
der wenigen Beispiele auch.sehr schwach. Hier muss man an die Angabe 
Osimas (1843)” erinnern, dass sich die Aktivitat der Vibrionenprotease 
sehr verschieden im quantitativen Sinne je nach den Stammarten verhielt, 
Nun bediente Verf. sich hier des Stammes von Staphylococcus pyogenes 
citreus Nr. | in den Versuchen, da die Proteaseaktivitat dieses Stammes sehr 
stark war. Um die Aktivitat des Trockenpraparats der Bakterienleiber zu 
prifen, wurde ein Extrakt aus demselben unter besonderer Beriicksichtigung 
der Mediumsreaktion untersucht. Das Trockenpraparat griff Casein und 
Gelatine ziemlich in einem breiten Reaktionsbereich von pH 6-8 an, und 
zwar am giinstigsten bei pH 7-7,6 (Tabelle II). Ebenso wie das Autolysat 


TABELLE MII. 


Proteolytische Wirkungen des Trockenpréparats von Staphylococcus 
pyogenes citreus Nr. 1. . 


Enzym: Hier benutzte man Staphylococcus Nr. | als stark aktiven Stamm in den 
Versuchen. 

Die Bakterienleiber (1 tagige Kultur) wurden mit Aceton und Ather in der gewohnlichen 
Weise getrocknet und im Vakuumexsikkator tiber Schwefelsdure getrocknet. Das Trockenpulver 
wurde mit Glycerin-Wasser (1:1) in einer Konzentration von 42¢ 1 Stunde lang bei 37° digeriert 
und abzentrifugiert. 

Versuchsansatz: 2 ccm zentrifugiertes Pulverextrakt+ 10 ccm 29Zige Eiweiss-, Pepton- oder 
0,1 Mol-Peptidlésung+ 10 ccm Phosphatpuffer+ Toluol; digeriert bei 37° C. 
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Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat. 
Formoltitration und korrigierte Aciditatszunahme gezeigt. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat (ccm 0,1! n-NaOH) 























| | 
| 
Substrate ze PH 5,0 6,0 6,6 7,0 | 7,6 8,0 
} (st.) . 
Casein | 94 .. | 022 | 03 039 | 037 | 03 
(Hammarsten) | 72 044 | 055 | o62 | 087 | 069 | 0,51 
; 24 0,08 | 0,25 | 04 051 | 048 | 0,43 
Gelatine S | 72 0.2 0.73 | 082 | 084 | 08 0,75 
| 24 0,08 | 0,12 | 039 | 04 026 | 0,1 
Pepton S | 006 | 03 043 | 049 | 0,33 | 0,09 
meee 24 097 | 099 | 10 103 , 108 | 0,74 
enzoyigiyan 72 093 | 105 | 106 | 108 | 113 | 084 











zeigte das Trockenpraparat eine starke Aktivitat der Hippurasewirkung, die 
am starksten bei pH 6,6-7,6 auftrat (Tabelle III). Nach der Beobachtung 
von Imaizumi (1938) liegt das Optimal-pH der Hippurasewirkung in 
der Aureus-Mazeration bei pH 7-8. 

Das hier untersuchte Citreus-Autolysat gab einen optimalen pH-Wert 
der Citreushippurase bei pH 6,6-7,6 an. Hier sei auch erwahnt, dass diese 
Hippurasewirkung ziemlich deutlich in einem breiten pH-Bereich von pH 
6-9 auftreten konnte (Tabelle II). 


TABELLE III. 


Optimal-pH der Citreus-Hippurase (Autolysat von 
Staphylococcus citreus Nr. 1). 


Enzym: Bakterienautolysat wie in der Tabelle I. 

Versuchsansatz: 10 ccm 0,1 Mol-Benzoylglycinlésung als Na-Salz+1 ccm Autolysat+ 10 
ccm Phosphatpuffer+ Toluol; digeriert bei 37°C. Kontrolle mit Enzym-Puffer obne Substrat- 
Formoltitration und korrigierte Aciditatszunahme angegeben. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 























bi pH | | | 
te +4 3 Bik BBEdit 76 | 8 | 9 
Zea (it) fF Stee 
5 0,31 | 0,32 0,72 093 091 0,94 0,74 | 0,48 
7 0,37 | 0,38 0,82 1,17 1,26 1,32 | 1,1 | 0,74 
24 0,57 0,68 | 1,26 1,33 | 1,41 1,46 | 1,34 1,14 











Nun taucht eine Frage iiber die Einheitlichkeit der Citreus-Proteasen 
auf. Hier priifte man zuerst die Resistenz der einzelnen Proteasen des 
Citreus-Autolysats gegeniiber Hitzemaktivierung. 
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Proteasenwirkung von Staphylococcus pyogenes citreus 


Aus diesen Ergebnissen konnte man keine scharfe Trennung dieser 
Proteasen erzielen (Tabelle IV). Es muss aber erwahnt werden, dass 
die Hippurase und Peptonase eine starkere Resistenz als Proteinase 
oder Dipeptidase gegeniiber Hitzewirkung zeigten. Diese Beobachtung 
deutet wohl auf Méglichkeit einer weiteren Trennung dieser Proteasen 
hin. 


TABELLE IV. 


Hitzeinaktivierung der Citreusproteasen (Autolysat von 
Staphylococcus citreus Nr. 1). 


Enzym: Bakterienautolysat wie in der Tabelle 1. 

Versuchsansatz: 2 ccm Autolysat, das man im Wasserbade von verschiedener Temperatur 
wahrend 30 Minuten bei pH 7 (oder 7,6) erhitzt hatte, wurden mit 10ccm 4%iger Substratlésung 
oder 0,1 Mol-Peptidlésung und 10 ccm Puffer versetzt und dann unter Toluol bei 37°C 24-72 
Stunden lang digeriert. 

Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 




















| Tempe- 
ratur| Nicht a ° 
Substrate BS chit: | 50°C | 60°C | 70°C | 80°C 
(st) pH ™ 
24 | 042 | 03 0,09 | 001 | —0,02 
Casein (Hammarsten) 2 79 | 999 | 078 | 038] 0,6 | 0,05 
iT « sianaieaaetae eee 0,53 | 027 | 0,19 o | —oo1 
Gelatine C 72 | 7 | oe | 073] 047] 009] 0,03 
4 | 0,53 0.4 0,28 | 018 | 008 
Pepton K 72 | 3 | og | o76| 048] 024] 016 
} —E 
me 24 79 | 094 | 06 0,03 | —0,04 | —0,09 
1 har 72 , 1,01 0,86 0,21 0,1 | —0,07 
Ae 4 | 496 1,46 137 | 1,36] 0,16 ie 
ee - 2s 1,28 1,32 a 0,53 | —0,02 




















Nach der Adsorption des Citreus-Autolysats mit Tonerde bei pH 4 
wurde die Wirkung der Pepton- und Diglycinspaltung in der Adsorp- 
tionsrestlésung vermisst, die Proteinase- und Hippuraseaktivitat blieben 
jedoch in dieser Lésung (Tabelle V). Die adsorbierte Peptidase konnte 
man wieder in einem Eluat bei pH 8 feststellen, wahrend weder 
Proteinase noch Hippurase darin auftreten konnten. Auf Grund dieser 
Ergebnisse kann man wohl auf eine Trennung der Proteinase von der 
Peptidase des Citreus-Autolysats schliessen und hier sei auch hervorge- 
hoben, dass die Hippurasewirkung sich auch in der Proteinasefraktion 
befindet. 


& 
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TABELLE V. 
Trennung der Citreusproteinase und Hippurase von der Peptidase. 


Enzym: 10ccm Autolysat(Staphyl. pyog. citreus Nr. 1) wurden mit 40 ccm KH,PO,-Lésung 
bei pH 4,0 eingestellt, mit 5ccm (1:1) Tonerdesuspension geschiittelt und abgeschleudert. Nach- 
dem das abgetrennte Adsorbat zweimal mit saurem Phosphatpuffer (pH 4) gewaschen worden war, 
liess man das Adsorbat mit 50 ccm Na,HPO,-Puffer (pH 8,0) eluieren und dann mit Essigsaure 
neutralisieren. 

Ansatz: 10ccm Adsorptionsrestlésung oder 10ccm Eluat+ 10 ccm 492 ige Substrat- oder 0,1 
Mol-Peptidlésung; digeriert bei 37° C und pH 7,0. 



































| Aciditatszunahme in 4 ccm Zusammenfassung. 
ccm. 0,1 n-NaOH) » . 
Substrate S : 1) Die  Proteinase- 
Restlésung | Eluat e 

Ss ee ae wirkung des Autolysats von 
Casein (Hammarsten) 0,24 0,33 | | 0 Staphylococcus pyogenes 
aureus oder citreus erwies 
Gelatine W | (0,29 | 0,37 | 9 | s sich stark aktiv. Die opti- 
Pepton S | 0 0 | 0,28 | 038 male Reaktionder Citreus- 
} M4 7 
Diglycin 0 0 051 | 0,67 Proteinase (Trockenpra 
| SA | parat) liegt bei pH 7,0-7,6, 
Benzoylglycin | 0,28 | 0,84 0 | 0 die der Peptonase bei pH 
Chloracetylleucin | 0 0 0 0 6,6-7,0. Die Citreus-Hip- 


purase trat am starksten 
bei pH 6,6-7,6 auf. 

2) Gegen Hitzewirkung sind die Peptonase -und Hippurasewirkung 
von Staphylococcus pyogenes citreus resistenter als die Proteinase oder Di- 
peptidase. Durch das Adsorptionsverfahren wurde eine Trennung der 
Citreus-Proteinase und -Hippurase von Peptidase erzielt. 


Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle gedankt fur die Gewah- 
rung einer Unterstiitzung zur Anregung wissenschaftlicher Forschung. 
Prof. Dr. Utzino. 
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Uber die Bakterienproteasen. 


Il. Mitteilung. Uber die Prot yirkung von Staphylococcus 
pyogenes aureus.*) 





Von 


Tatsuji Abe. 
- OB BR) 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen 
Fakultat der Kaiserlichen Tohoku-Universitat, — 
Sendai. Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 
(Received for publication, April 23. 1944) 


In der vorangegangenen Abhandlung hat Verf. (1944) tiber die Pro. 
teasenwirkungen von Staphylococcus pyogenes citreus und deren Unter- 
scheidung berichtet. Die vorliegende Arbeit bezieht sich in der Hauptsache 
auf das proteolytische Verhalten von Staphylococcus pyogenes aureus und 
die Proteasenaktivitat des hier gepriiften Stammes erwies sich in der ersten 
Mitteilung stark aktiv, wie es beim Citreus-Stamm der Fall war. 

Die hier erzielten Ergebnisse zeigen, dass die Proteinase- wie Peptonase- 
wirkung des. Trockenpraparats von Staphylococcus pyogenes aureus in 
nicht so ausgepragtem Grade auftrat und die optimale Reaktion derselben 
bei pH 7,6 lag. Die Wirkung der Dipeptidase und der Hippurase erwiesen 
sich als sehr stark aktiv, wahrend die Hydrolyse des Benzoyldiglycins negativ 
ausfiel. 

Was nun die Acylase oder Halogenacylase der Bakterien anbelangt, so 
wurde Hippursaure durch Staphylococcus pyogenes aureus, Bac. prodigio- 
sus (Imaizumi, 1938)”, Timothee- (Saitoo, 1941)”, Froschtuberkelba- 
zillen (Onisi, 1941)" oder Wasservibrio (Osima, 1943) hydrolysiert, 
nicht aber durch Proteus-, Subtilis-, Coli-, (Imaizumi, 1938)”, Gartner- 
(Saitoo, 1941) Hihnertuberkel- oder Menschentuberkel- bazillen (O nisi, 
1941)®, 

Benzoyldiglycin wurde nur durch Staphylococcus oder Bac, prodigiosus 
angegriffen und widerstand gegeniiber anderen hier erwahnten Bakterien, 
wahrend Chloracetylphenylalanin durch fast alle diese Bakterien mit einer 
Ausnahme-von dem Gartner-Autolysat (Saitoo, 1941)® hydrolysierbar war. 
Die Beobachtung von Imaizumi (1938)*), dass die Mazeration von Sta- 





*) §S. Utzinoand Mitarbeiter; Uber die Bakterienenzyme, XXI.Mitteilung. 
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phylococcus pyogenes aureus wie Bac. prodigiosus Benzoyldiglycin angreifen 
kann, welches aber dem Trockenpraparat widerstand, asst uns eine In- 


aktivierung dieser Dipeptidacylase: bei der Acetonbehandlung annehmen. 
(Tabelle 1). 


Versuchsteil. 


Versuch 1. Aureusproteasen. 


TABELLE I. 


Proteolytische Wirkungen des Trockenpréparats von 
Staphylococcus pyogenes aureus Nr. 3. 


Enzym: Die aus. Agarplattem gesammelten Staphylokokkenleiber (Kulturdauer 1 
Tag) wurden mit Aceton und Ather behandelé, iiher Schwefelsiure in. Vakuumexsikkator 
getrocknet und gepulvert. Beim Versuch wurde eine 42% ige Pulversuspension in Glycerin- 
Wasser (1:1) 1 Stunde lang bti 37°C aufbewahrt und dann zentrifugiert. 

Versuchsansatz: 2 ccm abg¢schleudertes Pulverextrakt + 10 ccm 294 ige Protein-, 
Peptom oder 0,1 Mol-Peptidlésung+10 ccm Phosphatpuffer+Toluol; digeriert bei 37°C: 

Kontrollyersuche mit Enzym-Puffer ohne Substrat, 

Die Aciditat in 4 ccm Digestat formoltitrierte man nach Sérensen. Die Kontroll 
werte wurden von denen des Hauptversuchs abgezogen und diese korrigierten Werte sind 
in der Tabelle angegeben. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 























Substrate Zein 6,0 66 7,0 7,6 8,0 
Canis (Hammarsten) 7 rv OT of 3 O09 
Gisinek | | ome | oe] om ge | ome 
Pepton S 72 «| «Ome | 025 | oa | eas | O99 
Diglycin 2 ts - i 
Benzoylglycin - we fi a ‘s 
Benzoyldiglycin - e pa O05 




















In der friheren Arbeit hat Imaizumi (1938)” auch die Spaltung des 
Chloracetylphenylalanins nur durch die Staphylokokkenmazeration be- 
obachtet, nicht aber durch das Trockenpraparat. Hier konnte Verf. jedoch 
eine Spaltung des Chloracetylphenylalanins und des Chloracetylteucins 
durch den Pulverextrakt von Staphylococcus aureus feststellen (Tabelle IT). 
Diese scheinbare Diskrepanz kann man vielleicht aus der Dauerzeit der 
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Acetonimaktivierung erklaren und ein Beispict der Aspartase erwahnen, die 
nach der Angabe Sa-itoos (1941)® durch die lang dauernde Acetonbe- 
handlung beeintrachtigt wurde, nicht aber durch kurz dauernde. 


Proteasenwirkung von Staphylococcus pyogenes aureus 


TABELLE II, 


Halogenacylasewirkuug des Pulverextrakts und des Autolysats von 
Staphylococcus pyogenes aureus Nr. 3 ( Aureusacylase). 


Enzym: Die Staphylokokkenleiber wurden wie in der Tabelle 2 mit Aceton und Ather 
getrocknet, 4g getrocknetes Kokkenpulver wurden mit 100 ccm Glycerin-Wasser (1:1) 
zerrieben, 1 Stunde lang unter Toluol bei 37° C stehen gelassen, zentrifugiert und die zentri- 
fugierte Extraktsfliissigkeit in Versuchen angewendet. 

Bei den anderen Versuchen wurde auch die zentrifugierte Autolysatfliissigkeit untersucht, 
die in der Weise wie in der ersten Mitteilung (1944))) nach 24stiindiger Auibewahrungder frischen 
Bakterienleiber in der, 3fachen Volummenge Wasser bereitet. wurde. 

Versuchsansatz: 2 ccm Pulverextrakt oder Autolysat+, 10 ccm 0,05 Mol-Halogenacylderi- 
vatlésung+ 10 ccm Phosphatpuffer (pH 7,6)+Toluol; digeriert bei 37°. Kontrolle mit Enzyme 
puffer ohne Substrat. 

Der Aminostickstoff in 1 ccm Digestat wurde nach Van Slyke ermittelt, Die korrigierten 
Werte des Hauptversuchs sind in der Tabelle angegeben. 


























d — pr Pee NH,-N Zunahme in } ccm Digestat (pH 7,2) 
npra e- 
8 et or E ——____ Zeit €5td.) So 
gentiber widerstanden . "zyme Siieereta ee 7 
Bromisocapronylderivate o Chloracetyl-1-phenylalanin 0,076 | 0,13 
des Glycins und des Di- : 7 poe 
glycins, wahrend die positive Fe Chloracetyl-I-leucin mantel asez 
Spaltung des ersteren durch § d,1-Bromisocapronylglycin 0,006 | 0,007 
Staphylokokkenmazeration a ~ Se eee 
: : & d,1-Bromisocapronyldiglycin | 0,012] 0,03 
von Imaizumi (1938)” beo-. : BBs . es 
bachtet wurde (Tabelle II). 2 | 4:!-Bromisocapronylglycin 0 | 0 
; ‘ ot Rigiltadie 
Nach diesen Ergebnissen a a d, |-Bromisocapronyldiglycin 0,012} 0,018 











muss man whol Unbestan- 
digkeit dieses Enzyms bei der Aufbewahrung in der Bruttemperatur oder 
bei der Acetonbehandlung annehmen und ferner auch Nicht-Einheitlichkeit 
dieser Halogenacylase vermuten. 

Im Anschluss an. das Studium betreffs der Staphylokokkenproteasen 
wurde hier weiter die Untersuchung der Aspartasewirkung in Angriff 
genommen. Nach den friiheren Angaben von Quastel et al. (1926)® und 
von Cook et al. (1928)” haben dann Saitoo (1941)® und Osima (1943)° 
im hiesigen Institut auf die weite Verbreitung der Asparaginase und As- 
partase in der Bakterienwelt hingewiesen. 

Nach der Vorschrift dieser Forscher konnte Verf. die Asparaginsayre 
aus dem Digestat mit fumarsaurem Natron, Armamoniumchlorid und Staphy- 
lococcus pyogenes aureus isolieren. Ein anderer Versuch mit Bac. pro- 
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digiosus erfolgte auch mit der Isolierung der Asparaginsaure aus Fumar- 
saure-NH,Cl. 


Versuch 2. Staphylococcen- und Prodigiosusaspartase. 
Asparaginsduresynthese durch Staphylococcus pyogenes aureus Nr. 3 und 
durch Bacillus prodigiosus Nr. 1 


Der Versuchsansatz bestand aus 3 g Fumarsaure (mit Natronlauge neutralisicrt) und 6 g 
Chlorammon, die in 125 ccm Wasser aufgelést und unter Zusatz von 30ccm Bakteriensuspension 
in 100-ccm Puffer (pH 7,4) und etwas Toluol bei 37°C und pH7,4 aurbewahrt wurden. Zum 
Zweck det Enzymlésung wurden die Bakterienleiber aus einer eintagigen Kultur an Agarplatten 
gésammelt und in einer 3fachen Volummenge Wasser suspendiert. 

Nach Ablauf der 5tagigen Digestionsdauer wurde das Digestat abfiltriert, das Filtrat mit 
Kupfersulfat gesattigt und kurz gekocht. 

Bei der Aufbewahrung der Lésung im Fisschrank schied sich Kupfersalz aus, das abgesaugt 
und dann mit Schwefelwasserstoff zerlegt wurde. Aus der von Kupfersulfid abfiltrierten Lésung 
gewann man die freie Saure nach eintagiger Aufbewahrung im Eisschrank, nachdem das Filtrat 
emgeengt worden war. 

Nach folgenden Analysenwerten entspricht diese Saure der Asparaginsaure gut. 

1) Versuch mit Staphylococcus pyogenes aureus Nr. 3. 

Saure-Ausbeute 0,2 g 
Analyse: 22;9-mg Subst. 8,45 ccm 0,02 n=-H,SO, (Kjeldahl) 
Ber. f. C,H,O,N (133,065) N= 10,522 
Gef. N= 10,3422 
2) _Versuch mit Bacillus prodigiosus. 
Saure-Ausbeute 0,3 g 
Analyse: 27,6 mg Subst. 10,00 ccm 0,02 n-H,SO, (Kjeldaht) 


Ber. f. C,H,O,N (133,065) NX 10,529 
Gef. N= 10,15% 
Zussammenfassung. 


(1) Die Proteinase- und Peptonasewirkung von Staphylococcus 
pyogenes aureus trat am giinstigsten bei pH 7,6 auf. Das Trockenpraparat 
griff auch Diglycin und Hippursaure im deutlichen Masse bei. pH 7,6, nicht 
aber Benzoyldiglycin. an. 

(2) Chloracetyl-l-phenylalanin und Chloracetyl-l-leucin wurden auch 
durch das Trockenpraparat angegriffen, wahrend die Bromisocapronylderi- 
vate des Glycins und des Diglycins gegeniiber dem Trockenpraparat und 
dem Autolysat von Staphylococcus aureus widerstanden. 

(3). Die Asparaginsaure wurde synthetisch aus dem Fumarsaure- 
NH,ClI-System durch Staphylococcus pyogenes aureus und Bacillus pro- 
digiosus gebildet. 


Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle gedankt fur die Gewah- 
rung einer a pemeee zur Anregung wissenschaftlicher Forschung. 
Prof. Dr. S. Utzino. 
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Our Blood Picture—ELMON-ogram ; 
Simple Blood Picture demonstrating even to 
Layman whether Normal or Abnormal. 
Preliminary Report. 


By 
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The line or curve shown above will at once demonstrate the convenience 
of ELMoN-ogram, our blood picture. How could the normal line be a 
straight one, while the normal counts e.g. of eosinophiles and neutrophiles 
are very different? The following figures (Fig. 3) will show the reason :— 
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We do not use the percentage, be¢ause this will not show the real 
relation; 200 eosinophiles is a normal count, while this one and the same 
number may become 0.5% (eosinopenia) or 20% (eosinophilia) according 
to a variation of total white count. This is nonsense. So we use always 
absolute count. 

The question may rise: How about the ELMoN-ogratn in children 
and infants, whose normal count is very different according to the age? 
But one and the same ELMoN-ogram is used. The following (Fig. 4) 
will show how it will be constructed in infancy and childhood. 
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The strictly normal line for all ages will:be like Fig..5.. But one will see 
that it will not matter much, even if we drawa straight line. The details of 
the present treatise will be reported in a forthcoming hematological paper 
(cf. Tohoku J. Exp. Med). 








Paper read at. the Ilth Méeting of the Society of Research of Diseases Gaused by 
Acid-fast Bacilli held Dec. 8, 1944, Sendai. 
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Studien uber die Eiweisskorper des 
Knochenmarks. 


I. Mitteilang: Die Eiweissfraktionen des Knochenmarks normaler, 
sowie anamischer und hyperthyreotischer Kaninchen. 


Von 


Yutaka Nihei 
(= & #8) 
(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. Kato, 
Tohoku Universitat zu Sendai.) 


(Received for publication, May 2, 1943) 


Wie die Eiweisskérper des Blutes, welche zu den Lebenserscheinungen 
des Orgamnismus in engster Bezichung stehen, gebildet und an einem bestimm- 
ten Gehalt. gehalten werden, ist cine sehr interessante sisitede die seit langem 
viele Autoren erértert haben. , 

Mathews,! Abderhalden u. sonia u. a. meinten, dass das Blutei- 
weiss in der Darmwand gebildet werde; aber ihre Auffassung wurde nicht 
allgemein anerkannt. Pfeiffer,s Herzfeld u. Klinger,* Faludi® u. a. 
sahen die Leukozyten als Bluteiweissbildner an, dagegen behaupteten N olf,* 
Whipple u. Hurwitz,” Meek Goodpasture,” Tanaka Senshu" u. 
a., dass die Leber bei Bildung und Regulierang des Bluteiweisses cine sehr 
grosse Rolle spiele. Dies wurde Abe,” Kasugai,“ Sanada™ Yasuda” u. 
a. aus hiesiger Klinik, ebenfalls nachgewiesen. 

Es liegen noch Angaben yon Autoren vor, welche behaupten, dass. ausser 
in den oben genannten Organer auch im Knochenmank .Bluteiweiss gebildet 
werde. Forrest’ hat zuerst Albumin uad Globulin im Knochenmark nach- 
gewiesen. Miller’? analysierte das Knochenmarkeiweiss quantitativ und stellte 
fest, dass sich das Fibrinogen erheblich vermehrt, wenn man abgetétete Bak- 
terien intraperitoneal ecinsprizt; daraus schloss er, dass das Fibrinogen im 
Knochenmark entstehe. Morawitz u. Rehn"® haben bemerkt, dass bei 
Kaninchen eine myeloide Reaktion des Knochenmarks auftritt, wenn man 
ihnen das Fibrin des zirkulierenden Blutes zum gréssten Teil entzieht, woraus 
er schloss, dass dies wahrscheinlich auf Beteiligung des Knochenmarks an der 
Neubildung des Fibrinogens beruhe. Beumer u: Biirger® haben an Men- — 
schen das Eiwciss im Knochenmark des Qberschenkels bestimmt und sind zu 
dem Ergebnisse gelangt, dass es unter normalen Bedingungen um 7,1 ¢9 betragt, 
wahrend es bei. regenerativen Veranderungen einen Gehalt von 14,9 g9é, hinge- 
gen bei degenerativen Verinderungeh aber nur von 4,5.g% aufweist. Lang” 
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beobachtete, dass der Globulingehalt des Blutes nach Verabreichung von 
Knochenmarkextrakt zunahm, und schloss, dass das Knochenmark an der 
Eiweissbildung teilnehme.. 

Jirgens u. “Trautwein® untersuchten dag Bit Yon ‘Rtbiken mit Metas- 
tase des Karzinoms im Knochénmark®ird?fanden ausser dem fast volligen 
Fehlen_ des.Fibrinogens. keine..wesentlichen Veranderungen, woraus,sie , vermu- 
teten, das Knochenmark an. Fibrinogenbildung. in, hohem .Masse beteiligt sei. 
Ebenso haben Saito u. Inoue” bei einem Fall von Panmyelophthise, Schén- 
holzer® bei zwei Fallen hereditarer Fibrinogenopenie und Fleischhacker™ 
bei einem Fall von Magenkrebs, bei dem die Metastase im Knochenmark 
allein eingetreten war, das Blut untersucht und festgestellt, dass das Fibrinogen 
fehlte; auf Grund dieser Tatsache behaupten sie alle, dass die Bluteiweisskérper. 
im Knochenmark entstehen.. Von dieser Gesichtspunkt aus hat Jiirgens™® 
beim Vergleich des peripheren Venenblutes und des durch Sternalpunktion 
gewonnenen Knochenmarkblutes bestatigt, dass das letztere Fibrinogen in grés- 
seren Mengen enthalt als das erstere. Indem er bei Hunden das Knochenmark 
durch Pyriferinjektion reizte, wies er ferner experimentell nach, dass das Kno- 
chenmarkblut mehr Fibrinogen als Venenblut aus allen anderen Organen 
enthielt, woraus er schloss, dass Bluteiweiss im Knochenmark ‘gebildet werde. 
Keilhack*® stellte durch Vergleich des Eiweisspiegels’ im Knochenmarkbrei 
und im Plasma fest, dass der erstere Fibrinogen sehr reichlich enthielt, daher 
ist er der Ansicht, dass das Fibrinogen im Knochenmark gebildet wird und 
sich dort, ehe es in den Kreislauf eintritt, anhauft. 


Wenn man auch aus den Ergebnissen der oben genannten Autoren 
schliessen.kann, dass das Knochenmark bei der Bildung des Bluteiweisses 
eine wichtige Rolle spielt; so ist diese Annahme experimentell doch noch 
nicht hinlanglich bewiesen. Von Interesse wurde es sein den Eiweisspiegel 
des Plasmas und Knochenmarks nicht nur im normalen, sondern auch im 
pathologischen Zustand des Versuchsobjektes oder unter pharmakologischen 
und physikalischen Einfllssen vergleichend zu beobachten. Von diesem 
Gesichtspunkte auis wurde die vorli¢genden Untersuchung ausgefiihrt, um 
die Bedeutung des Knochenmarks fiir Bildung und Regulierung des Plasmaei- 
weisses zu _klaren, indem bei Kaninchen das Eiweiss des Plasmas und 
Knochenmarks unter verschiedenen Bedingungen analysiert und das Ver- 
halten der Eiweisskérper. beider Organe vergleichend ermitteltet wurde. 

In vorliegender Mitteilung wurden. zuerst die Eiweissfraktionen des 
Knochenmarks normaler Kaninchen bestimmt und mit denen des Plasmas 
vergleichen. Dann wurde in einer'Versuchsreihe das. Plasmaeiweiss vor- 
ubergehend entzogen und die Veranderung der Eiweissfraktionen des 
Knochenmarks nach Ablauf einer bestimmten Zeit verfolgt. Ferner wurden 
dieselben Untersuchungen ‘an Fallen’ experimentell erzeugter chronischer 
Aderlassanamie, sowie an solchen} bei denen Hyperthyreoidismus durch 
Schilddriisenfiitterung herbeigefiihrt wurde, ausgefihrt. 
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Eiweissfraktionen des Knochenmarks 


Versuchsmethode. 


Als Velsuchetiere wurden junge Kaninchen von weniger als oki Kérper- 
gewicht benutzt, denn bei reifen Kaninchen wandelt sich das Knochenmark 
in Fettmark um, wodurch die Bestimmung des Eiweisses erschwert wird. Am 
Versuchstage lies man morgens das noch/niichterne Versuchstier aus der A 
carotis hinreichend bluten, damit das Knochenmark méglichst, blutfrei wurde. 
Dabei wurde das Blut in einen zuvor mit einer geringen Menge Kaliumoxalat 
beschickten Spitzglas aufgefangen und zur Analyse des Blutplasmas verwendet. 
Sobald das Versuchstier durch Verblutung eingegangen war, wurden beide 
Femuren losgeschnitten und davon die Muskeln entfernt: Aus dem an beidéen 
Enden mit der Knochenschere aufgeschnittenen Femur wurde das Knochen- 
mark in eine vorher mit 1 ccm 0,59 ige Kaliumoxalat beschickten Uhrglas, 
das zuvor gewogen war, entnommen und quantitativ bestimmt. Das Knochen- 
mark wurde dann in einem M6rser zum vollkommenen Brei zerrieben. Danach 
wurde das Versuchsmaterial durch Zusatz physiologischer Kochsalzlésung 5 fach 
verdiinnt und zentrifugiert. Wenn auch Keilhack® das Material vor dem 
Zentrifugieren 24 Stunden lang im Eisschrank durchschitteln liess, habe ich es 
sofort nach Zerreibung zentrifugiert, da nach Angabe T anakas® das Fibrino- 
gen bei niedriger Temperatur abnimmt. Nach dem Zentrifugieren sah man, 
dass sich oben eine Schicht gelblichen Fetts, unten Gewebefetzen und zwischen 
beiden Schichten eine rétlich klare, der Knochenmarkextrakt, befanden. 

An dem so gewonnenen Knochenmarkextrakt'wurden die Eiweissfraktionen 
mittelst des Apparates von Parnasu. Wagner® nach der Howe’*schen Methode 
bestimmt. Da der Knochenmarkextrakt, wie oben geschildert, 5 fach verdiinnt 
worden war, wurden die gewonnenen Werte verfinffacht. 


I. Eiweissverteilung im Knochenmark und 
Blutplasma normaler Kaninchen. 


Untersucht wurden 10 Kaninchen. Die Eiweissfraktionen und die 
Durchschnittswerte des Knochenmarks und Blutplasmas sind in Tab. I 
angegeben. 

Der Gesamt-N (G-N) betrug im Plasma 484, 4-1057,0 tag / di, im 
Durchschnitt 940,0 mg/dl, und im Knochenmark, 1241,5-2198 ,0.mg/dl, im 
Durchschnitt1605,0 mg/dl. Der Rest-N (R-N) betrugim Plasma 23,4-59,0 
mg/dl, durchschnittlich 40,5 mg/dl und; im Knochenmark. 69,4-204,0 
mg/dl, im Durchschnitt 119,@ mg/dl. Der Albumin-N. (Alb,-N) betrug 
im Plasma 432,5-573,8 mg/dl, im, Durchschnitt 503,4; mg/dl und im 
Knochenmark 507,5-960,8 mg/dl, durchschnittlich 695,3 mg/dl und war 
somit die grésste Eiweissfraktion sowohl im Plasma,als auch im, Knochen- 
mark. Der Globulin-N (Glob,-N) belief sich im |Plasma;auf 237,0-407,5 
mg/dl, im Durchschnitt 338,0 mg/dl und im Knochenmark 377,7-685,1 
mg/dl, durchschnittlich 462,5 mg/dl; er folgte_namlich quantitativ dem 
Alb. +N.,.. Der Fibrinogen-N.(Fib,-N) ist am, bemerkenswertesten, da:er im 
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Plasma nur 34,0-88,4 mg/dl, durchschnittlich 59,7 mg/dl betrug, wahrend 
er im Knochenmark 259,6—432,1 mg/dl, im Durchschnitt 343,2 mg/dl 





































































































Da G-N minus R-N als koagu- 
lierbare Eiweisskérper angesehen 
‘werden kénnen, so hat ‘man sie als 
Erweiss-N (Eiw.-N) betrachtet und die 
Mengenverhiltnisse der Fraktionen 
im Eiw.<N ausgerechnet. Man setzt 
namlich den Eiw.-N gleich 100 und 
rechnete Alb.-,-Globund Fib.-N im 
‘Mittelwert als Prozentsatze von Eiw.- 
N aus. Die Bezichungen zwischen 
Alb.-, Glob.-und Fib.-N sind in Fig. 1 


betrug. 
Tas. 1. 
Eiweissverteilung im Blutplasma u. Knochenmark bei normalen Kaninchen. 
Blutplasma Knochenmark 
Ver- Korperge- | ¢_n [R-N Eiw.-|Alb G-N |R-N| Biw.- “PR aR . 
suchs- K 
Nr. | Geackicche | 8/8 hgh mg/l jong dl ng fing mg gen mg 
° 1. 1,75. 6 | 9244) 23.4) 901 (0) 487,6 1834,0) 110,7| 1723,3 74,2 586,3 362,8 
2. 145 @6 | 8484 26,9) 821,5 2198,0) 204,0) 1994. 0).960,8) 685, 1) 348,1 
3. | 180  |1057;0) 39,9) 1081,0 1391,0| 147,5| 1242,5| 87,3) 377,7| 27,5 
4, 1,60 2 | 1016,0| 50,3; 966,1 1554,0) 121,5) 1431,5) 550,2) 479,6) 401,7 
5. | 1,50 @ | 957,6 39,1} 9185 1662,0| 125,8) 1536,2| 650,6) 458,5| 432,1 
6. | 166 °@ | 956,8, 59,0| 7978 1806,0| 138,9| 1666,1| 793,2| 451,5| 421,4 
2 165 @ 45,1) '944,7 1241,0|, 82,4) 1158,6) 507,5) 390.6) 260,5 
8. | 1,60 % | 960,4) 42,5) 917,9 1451,0| 104,4 1946.65 660,2) €26,9| 259,5 
9, | 1,70 -@ | 916,) 25,2} 98,2) 482;7'407,5, 53,0) 1400,0, 91,1) 1308;9 597,3) 39,3) 9123 
10. | 156 @ 8708) 53,8 817,0 tat a 94,0 | 1519,0| 69,4) 1449,6)668,3) 425,2| 356,1 
‘Minima :-- 848,4 23,4) 797,8) 432, 7 237,0) 34,0| 1241,0) 69,4) 1158.6) 507,5) 377,7| 259.6 
Maximum --- --- | 1057,0| 59,0/ 1081,0| 573 57,8 07,5 407,5| 88,4 2198,0| 204,0| 1993,0] 960,8| 685, | 432,1 
Durchschnitt --- 940,0| 40,5| 899,6 503,4 338,0| 59,7 | 1605,0) 119,6 } 1485.4) 675,0) 467,2| 343,2 











‘Fig. 1. .Prozentuale Verteilung des Alb.-, 
Glob.- u. Fib.-N in Eiweiss-N bei 
nermalen Kamirichen. 
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angegeben. Der Alb.-N betrug'im 4—#% 
Plasma 56,0%, tm Knochenmark pt 
dagegen nur 455%. Der Glob.-N mead 


bétrug im Plasma 37,6% und im 


‘Knochentnark 31 4%, zeigte also in beiden fast ahmliche Prozentsatze. “Der 
Fib:-N ‘zdigte im Plasma nut 6,4°%, wahrend er im Knochtenmark mit 
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23,1% einen aber $;5 fach so grossen Wert aufwies. Dass :das Kmoctren- 
mark sowohl absolutals auch relativ so viel Fibrinogen, einem grobdispersen 
Eiweisskérper, enthait, lasst sich nicht'anders erklaren, als dass man, worauf 
schon K eilhack* hindeutete, armimmt, dass das Fibrimogen im Knochen- 
mark gebildet und dort angehauft wird. Diese Tatsache karm also cm 
Beweis far die Eiweissbildung im Knochenmark sein. 


Il. Veranderungen der Eiweissverteilung im Knochen- 
mark sowie Plasma nach Plasmaciweissentzithung. 


Wenn man nun versuchsweise eine teilweise Plasmapharesis vornimmt, 
indem man, der Beeinflussung durch Anamie vorbeugend, cinen Teil des 
Plasmaeiweisses aus dem zirkulierenden Blut entnimmt, so miissen dement- 
sprechend schnell Veranderungen der Eiweissverteilung im Knocheumark 
auftreten, wenn dieses ciner der Lieferungsorte des Bluteiweisses ist. Um 
diese Zusammenhiange an normalen Kaninchen zu klaren, wurden an 6 
gesunden. Kaninchen folgende Versuche durchgefiihrt. Vorher entnahm 










































































Tas. UH. 
Eiweissverteilung im Blutplasma u. Knochenmark ‘bei voriibergehender 
Plasmaciwetssentzichung. 
_ Blutplasma a Knochenmark 

5 sedan | l ra | 
a lgewrche G-N | R-N }E£iw,-| Alb.-|Glob.-| Fib,- | G-N.| R-N | Eiw.—| Alb.— } Gleb, |Fib. - 
= (eg) e.] N N N N N N -N | N 
&| Gesnh aw = png/dl }mg/dl}mg/dl ape wore mg/dl | nag/di | mg/dl jg /dl | mg/dl jmg/dl mg/dl 
2. gee | il, 
1 | 4,40, @} 1603,4, 30,2 $732 3514 pos 59,2|.1669,0| 152,0|.1017,0| 217,0| 398,5/461,5 
2/1,30 | 6762), 321] 644,1) 375, 115,5| 945,0| 74,0, 87150} 214,5).:213,0 4485 
3| 1,10 S|. 725,2), 41,7) 6835). 358, 100,2} 1141,0)  95,5|.1045,5) 264,5) 3746 457,0 
#\460 | 589,8) 26,0) 363.4 ~~ 83,1) 917,0) 87,0, 833,0, 199,5) 251,5 3790 
5| 1,85 | 6944) 47,7 ont 1440 1 60,5] 1008,5, 345,0| 332,5'326,0 
6 | 1,26 9| 689,8 40,8) 649 0; 383, ima 86,5 931,0} 113,0} 818,0) 195,0) 377,5)'245,5 
Minium wes 260 po | 1646) sa2| (91730 60)3| 819.0) 195.0 213,0/245,5 
Maxinnén | 725;2) 47,0) 683,5 bres 2249) 115,5|1669,0| 152,0) 2045;5 345,01 37,5) 461,5 
eat 663, 36,4, 6266 8627, 1743 174,2| 89,7 1028,4' 97,0, 931,0 239, 3140 377.0 
Durch- Masa Tee , ES eI 

“achinitt! 0400 40,5, 8996 508, 39610, 38,7) 16058, 10,6 1485, a 467,21 3482 
9. Norm, t. - on comnan fs Wess { 4 i 
Prozentis- 
che Abd. 
Zunahme }—29,4 —40,1) — 30,3) + ~ 48,5) +50,2) + 37,6, 37,6, +878 whe —82,7| +89 
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man einem | anderen. gesunden Kaninchen.in' gtossen; Mengen Blut und 
zentrifugierte es, nach Weggiessen des Plasmas machte man die Erythrozyten 
durch Spiilen mit: physiologischer Kochsalzlésung ¢iweissfrei und stellte 
damit durch Zusatz ¢iner dem, weggenommenen Plasma gleichen Menge 
physiologischer Kochsalzlésung cine. Erythrozytensuspension her,, Dann 
wurden den Versuchskaninchen 10 ¢cm Blut pro kg Kérpergewicht entnom- 
men und gleich darauf dieselbe Menge der oben erwahnten Erythrozy_ 
tensyspension intravends eingespritzt;., Nach Ablauf von 24 Stunden 
wurden Knochenmark, und Plasma entnommen und die Bestimmungen 
ausgefiihrt; denn man kann annehmen, dass das Knochenmark in 24 
Stunden die aus dem zirkulierenden Blut verlorengegangenen Eiweisskérper 
hinreichend ersetzt hat. Die Versuchsresultate ‘sind in Tab. II wieder- 
gegeben. 

Vergleicht man die Daten der Eiweissfraktionen im Knochenmark 
(Tab. II) mit den entsprechenden Werten beim Kontrollversuch (Tab. '1), 
in welchem keine Erythrozytensuspension geschah, so ergiebt sich die pro- 
zentuale Ab-oder Zunahme bei G-N-27;7, bei R-N-76,6, bei Biw.-N-37,3, 
bei Alb.-N-64,6, bei Glob.-N-32,7, bei Fib.-N dagegen-+ 9,9, wahrend sie sich 
im Plasma bei G-N-29,4, bie R-N-10,1; bei Eiw.-N-303, bei Alb.-N-28,0 und 
bei Glob,-N-48,5, bei Fib:-N hingegen+- 50,2 belauft. 

Nach den oben erwahnten Resultaten diirften alle: Fraktionen des 
Plasmaeiweisses gleich nach der Plasmaeiweissentziehung fast gleichgradig 
abgenommen haben. Nach Ablauf von 24 Stunden aber ist der Grad ihrer 
Abnahme sehr verschieden. Wie man aus Tab. I ersieht, nahmen der R- 
und Alb.-N wenig und der Glob.-N stark ab, der Fib.-N dagegen erheblich 
zu. Solche Verschiedenheiten sind selbstverstandlich darauf zuriickzu- 
fiihren, dass die Mobilisation der Fraktionen, wenn nach Plasmaeiweiss- 
entziehung die Ersetzung aus den Eiweissdepots geschieht, bald in grossen, 
bald in kleinen Mengen, bald rasch! bald langsam vor sich geht. 

Wenn auch aus vielen Arbeiten einleuchtend hervorgeht, dass Plasma- 
eiweiss im Organismus nicht nur an einer Stelle gebildet wird, ist trotzdem 
die Erforschung der Veranderungen der Eiweissfraktionen des Khochen- 
marks von grosser Bedeutung, weil gerade das Knochenmark, wie am Ein- 
gang erwahnt ist, eine der wichtigsten Bildungsstelle des Plasmaciweisses ist, 
Nach Plasmaeiweissentziehung nahmen' im Knochenmark der G-, R- und 
Eiw.-N fast gleich stark ab, wahrend sich der Alb.-N ungefahr doppelt so, 
viel wie sie und der Glob.-N etwas weniger verringerte. Der Fib.-N'nahm 
dagegen ungefahr um 10% zu.. Diese Tatsache deutet auf die Wanderung 
von Eiweisskérpern des Knochenmarks in die Blutbahn hin. Wenn man 
die einzelnen Fraktionen vergleichend beobachtet, so ist die geringe Ab-, 
nahme des R-N im Plasma auf eine solche’Abwanderung aus dem Knochen- 
mark zuriickzufihren, Die geringe Abnahme des Alb.-N muss ebenfalls 
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auf einem solchen Vorgang beruhen, weil der Alb.-N im Knochenmark sehr 
stark abnimmt. Dass die Abnahme des Glob.-N im Plasma, relativ gross 
und im Knochenmark relativ gering war, lasst vermuten, dass die Abwande- 
lung des’Glob.-N aus dem Knochenmark nicht hinreichend war. Aus der 
Tatsache, dass der Fib.-N im Knochenmark ebenfalls zunahm, trotzdem er 
im Plasma erheblich zunahm, wird geschlossen, dass im Knochenmark 
lebhaft Fibrinogen gebildet und ins Blut abgegeben wurde. 

Der raschen Abnahme des Blutéiweisses und der daraus folgenden Er- 
niedrigung seines kolloid-osmotischen : Druckes (k. .o. D.) entsprechend, 
mobilisiert das Knochenmark zuerst schnell seine R-N und insbesondere 
seine Albumin in grossen Mengen zur Ersetzung des Eiweisses, wobei der 

relativ hohe k. o, D,, der dem stark 
Fig. 2, Prozentuale Verteilung des Alb.- osmoaktiven Albumin zukommt. 
Glob.-u. Fib-N in. Eiweiss—N. (24 Std. nach . . 

Plasmaeiweissentzichung). . der Erniedrigung des k, @ D. des 
oj * Butplesrie ma Blutes entgegen wirkt. Die Mobili- 
sen sation des Globulins scheint ver- 
haltnismassig verzégert. Das 
Fibrinogen wird, wie man an- 
nehmen kann, im Knochenmark 
rasch und in grossen Mengen ge- 
bildet und rasch ans “Blut geliefert. 
Aus dem Gésagten kann man mit 
hinreichender Sicherheit schlies- 
sen, dass das Knochenmark eine 


(OOF a 2 
‘So 
40 
Jor 
20 


job - 




















red Bildungsstelle des Bluteiweisses ist. 
(as -F0.-N Wenn man nun versuchsweise 


CJ (Nermalwerte - " 
die Mengeaverhaltnisse von Alb.-, 


Glob.- und Fib.-N im Eiw.-N berechnet und mit den in den Kontrollver- 
suchen erhaltenen Werten vergleicht, so wird man die oben erwahnten 
Bezichungen auf den ersten Blick klar erkennen kénnen (Fig. 2). 


Ill. Versuche an anamischeh Kaninchen. 


Es ist seit langem festgestellt, dass sich das Eiweissbild des Plasmas bei 
Anamie quantitativ wie qualitativy. bedeutend. andert.. Morawitz,” 
Inagaki®, Gutzeit™, Gottschalk u. Nonnenbruch*®, Ozawa®, 
Henriques u. Klausen,™ Takesita® und Yosida® u. a. meinten, 
dass bei durch: Aderlass erzeugter Andmie sich zuerst das Albumin wieder- 
hefstellt und sich dann das Globulin vermehrt, um an Ende das Albumin an 
Menge bei weitem zuiibertreffen, Morawitz,¥”Ozawa*undT akesita® 
stellen ebenfalls eine Zunahme des Fibrinogens fest.. An der hiesigen 
Klinik konnten Saito”, Sanada*® und Yasuda™ bestatigen, dass sich 
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der k.o.D: des Blutes bei Anamie herabsetzt, was darauf hinweist, dass sich 
die Molekulapaggregate des Bluteiweisses nach der grobdispersen Seite hin 
verschieben. 

; Da von allen Autoren, wie oben. erwahnt, iibereinstummend anerkannt 
ist, dass sich bei Anamie die Eiweisskérper'des Plasmas quantitativ wie 
qualitativ erheblich verandern, so ist es leicht denkbar, dass das Knochen- 
mark, welches in sehr enger Beziehung zu den Plasmaeciweisskérpern steht, 
dementsprechend ebenfalls irgendwelche Veranderungen erleidet. In vor- 
liegender Versuchesreihe wurden darum die V eranderungen der Eiweissfrak- 
tionen. des Knochenmarks bei experimentell erzeugter Andmie untersucht. 

Zum Versuche dienten 6 Kaninchen. Wenn man den Kaninchen alle 

2 Tage fast 10 mal je ca. 10 cem Blut aus den Ohrvenen entnahm, waren 
Erythrozyten und Hamoglobin ungefahr auf die Halfte vermindert. In 
diesem Zustand wurden die Tiere untersucht. Die Ergebnisse sind in Tab. 
TIE angegeben. 


Tas. III. 
Eiweissverteilung im Blutplasma u. Knochenmark be Andémie. 
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JTS NE Uh 2 bio ish | Fe en 

; is — =| — -— — | — =| | — — & ’ 

#| woe | 3/3 3) 2S 3) S19] $8. $33 fe> 

Zisewicht (kg) 2 |E |z ely El%elne| & | 2 | z 2 BFE 2 E| &e |e g= 

EE i Sem ee. : 1 - | 

§| Geschiecht | Aliziz bo [94a | 4/4/38 3 3 ia |g" Ese 

Spo pO lofi fs [Om | Ol ele fe 6 |e jz ae 

r} 1,22 ¢ 907 29,1868, 402 9869, 96,5)1418,0)165,5|1222,5/486,0-419,0/317,5, 8,24) 41 
(1,40) 066 \(13,08)} (7,2) 
1,20 '708,4 46,9166), 2a9,5270.2  rssizsonir7aizznss4oets0180 885| 3:7 

















2 8 
3) 1,15 6 786, 8 62,5|724,3'347, 289 5 87 7/1050, 182,0) 867,5'267,0384,0)216,5| 7,23) 3,6 
(1,35) (13,69) (7,1) 
4} 130 @ 37,2 89,4747, 81348,7 08,5 95,64120801160,5 1043,5:315,0/418,5)310,0 6,84) 4.0 
(1/50) | (12,72) (7.2) 
5} 1,20 @ 832,5) TSS7S7 HeAs.e08 3105.31 194 91885 940,5/292,0374,0)274,5) 7,13! 3:8 
(1,40) | |” (13,72) 7, ) 
6} 122 ¢ 725.6) 68,3657, 41299; ba 77,411271,0 190,5|1100,5877 0144,0279,5) 7,22 | 
(1,45) + ih (12,88) (70) 
Minimum --- |708,4 ‘9,1661, 520952782 “ishomonto mrss “ 
Maximum - ~ 907.2 89,41899;6'402,3 a resraneigienss, 5/1222,5 0/319, 
a thidiaet4- +--+ 
Durchschnitt 





798.4 4) 63,6)736, 01336,6,306, 7 89,4 2135 1641049, 049.94 1348, es ,0|286,0 
“Durchschnitt ogo. ——s 597 1605,0}119, cr 75,0460 2 348.2), | 


“Prozentische || TGR cae: 3 ore Bap 


Ab-od. Zunahb-—- (+ |-— |- j— fj J os Peoetgyy ibe 
151157, 182 35,1/ 93) 49,6) 2 57.2} 29,4) 48,41 11,9 16g - 


} 
! 

















me gegen- 
tiber d. ‘Horm 


Ziffern in Klammern: Werte vor Erzeugung der Anidmic. 
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Ina Plasma betragt die prozentuale Ab- oder Zunahme von G-N gegen- 
iiber den Kontrollwerten im Durchschnitt -15,1,,die von R-N -57,1,die von 
Eiw.-N -18,2, die von Alb.-N -33,1, die von Glob.-N -9,3 und die von 
Fib.-N -49,6, wahrend sie im Knochenmark bei G-N -24,4, bei R-N -37,2, 
bei _Eiw.-N-29,4, bei Alb.-N-48,4, bei Glob.-N-11,4 und. bei Fib.-N-16,6 
ist. 


Wenn man diese Ergebnisse mit denen bei, voriibergehenden Plasmaei- 
weissentzichung vergleicht, so beobachtet man ein ganz verschiedenes Ver- 
halten der beiden Eiweissbilder. Da in dieser Versuchsreihe das Plasma 
und die Blutzellen ungefahr 3 Wochen lang alle 2 Tage in grossen Mengen 
entnommen wurden, wahrend in jener Versuchsreihe nur ein Teil des 
Plasmaeiweisses voriibergehend entzogen wurde und die Erythrozyten 
hinreichend ersetzt wurden, war es selbstverstandlich, dass die Verander- 
ungen der Eiweissbilder sehr verschieden waren. Sehr auffallend ist, dass 
mit dem Fortschreiten der Blutentnahme der Ersatz der Erythrozyten nicht 
mehr hinlanglich war und erhebliche Anamie auftrat, wahrend die Abnahme 
des G- und Eiw.-N, wie oben erwahnt ist, nur 15,1% bzw. 18,2% betrug, 
wenn auch Plasmaeiweiss in sehr grossen Mengen dem Kérper entnommen 
wurde. Diese Tatsache bedeutet namlich darauf hin, dass das Bluteiweiss, 
dem Fortschreiten der Blutentnahme entsprechend, aus seiner Bildungsstelle 
ununterbrochen und lebhaft mobilisiert wurde, was bereits in vielen 
Arbeiten der hiesigen Klinik erwiesen wurde. Da die Untersuchung, wie 
das Knochenmark als eine der wichtigen Bildungsstellen des.Plamaeiweisses 
darauf reagierte, fir das Studium der Regulation des Plasmaejweisses 
von grésster Bedeutung sein muss, will iiber die Ab- oder Zunahmen der 
Eiweissfraktionen im Plasma und Knochenmark vergleichend beobachten. 

Der R-N nahm im Plasma wie im Knochenmark erheblich zu. Hin- 
sichtlich des R-N im Blute wurde Zunahme von Becher, Uhlenbruck,® 
Luck,® Yamamoto,” Sanada,™ Shida,“ Oisi® u.a. festgestellt, 
wenn auch Hoesslin* Abnahme und Kumpf* und Ichimi* keine be- 
deutende Veranderung erkannten. Nach unseren Bestimmungen nahm 
der R-N nicht nur im Plasma, sondern auch im Knochenmark erheblich zu. 
Da der R-N selbstverstandlich durch Spaltung des koagulierbaren Eiweisses 
produziert wird, bedeutet die Zunahme des R-N, dass die Spaltung des 
Eiweisses sowohl im Plasma als auch im Gewebe lebhaft vor sich gegangen 
ist. Es wird dies wahrscheinlich vorwiegend auf dem durch Abnahme der 
Erythrozyten herbeigefiihrten Mangel an O,-Zufubr heruhen. Man kann 
ferner annehmen, dass der O,-Mangel in einer bestimmten Bezichung zur 
Mobilisation des Eiweisses steht. 

Der Alb.-N nahm im Plasma wie im Knochenmark erheblich, nament- 
lich im letzteren besonders stark ab. Der Glob.-N verringerte sich sowohl 
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im Plasma als auch im Knochénmark nur sehr wenig. Das Albumin wird 
wohl wahrscheinlich im Anfangsstadium der Anamie aus dem Knochen- 
mark an die Blutbahn geliefert, aber nach Aufbrauch des Albumindepots 
rélativ wenig neugebildet. Das Globulin wird hingegen, wenn seine 
Mobilisierung aus dem Knochenmark auch im Anfangsstadium der Anamie 
nicht sehr stark ist, wie bei der voribergehenden Plasmaeiweissentziehung 
erkannt worden ist, spater lebhaft gebildet und an die Blutbahn geliefert. 
Das Fibrinogen nahm im Knochenmark ab, wahrend es im Plasma erheb- 
liche Zunahme aufwies. - Diese Tatsache ist zwar schwer zu erklaren, doch 
kénnen vielleicht folgende Méglichkeiten in Betracht kommen: (1!) Die 
Abnahme des Fibrinogens wurde dadurch herbeigefiihrt, dass es aus dem 
Mark wbermiassig ins Blut abwandelte, obgleich seine Neubildung im 
Knochenmark nur massig war, oder (2) wenn auch Fibrinogen im 
Knochenmark lebhaft neugebildet 
wurde, so wandelte es sich sofort 
in Globulin um und ging in die 


Fig. 3. Prozentuale Verteilung des Alb.-, 
Glob:- u. Fib.-N in Eiweiss—N 

















bei Aniamie. ‘ é 

211) 9G atpie sine Aaishediliin Blutbahn liber. Wie man aus Fig. 
Sher , 3 ersieht, die die Mengenverhalt- 
vt . nisse von Alb.-, Glob.-und Fib.-N 
*er in den koagulierbaren Eiweisskér- 
fF 2 pern zeigt, beobachtet man. eine 
30> [ : relative Zunahme des Glob.- und 
2o} f Fib.-N.im Knochenmark. Darum 
10b ; 3 kénnte man oben erwahnten zwei 

b cs i Méglichkeiten als wahrscheinlich 

betrachten. 


Kurz, aus dem Gesagten kann man wahrscheinlich schliessen, dass bei 
der durch wiederholte Blutentnahme erzeugten, hochgradigen Anamie 
Globulin im Knochenmark lebhaft gebildet und an die Blutbahn geliefert 
wird, wenn auch die Bildung des Albumins im Knochenmark und seine 
Mobilisation ins Blut mangelhaft wird, und dass das Fibrinogen, obgleich 
wahrscheinlich im Knochenmark fortdauernd gebildet, sofort teils in die 
Blutbahn,angegeben, teils im Knochenmark in Globulin umgewandelt wird. 


IV. Bestimmungen an hyperthyreotischen Kaninchen. 


Von einer Reihe Autoren ist seit langem bestatigt worden, dass die 
Eiweisspaltung beim Hyperthyreoidismus geférdert wird (Miller, 
Magnus-Levy,” Beumer u. Iseke,® Itikawa u. Sasaki®). Thre 
Erérterungen sind aber nur auf das Bluteiweiss beschrankt. Wenn auch 
selbstverstandlich zu vermuten ist, dass die Eiweisskérper im Knochen- 
mark, welches in_innigster Beziehung zu den Bluteiweisskérpern steht, da- 
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durch beeinflusst werden, so liegt doch noch keine diesbeziigliche Mit- 
teilung vor. Von diesem.Gesichtspunkte aus wurde vorliegende Versuche 
angestellt, um die Veranderungen des Eiweissbildes im Knochenmark bei 
Hyperthyreoidismus mit denen im Plasma vergleichend zu verfolgen. 

Als Versuchsmaterial kamen 6 junge Kaninchen zum Verwenden. Den 
Kaninchen wurde taglich 0,1 g Glandula thyreoidea siccata “‘ Sankyo” 
pro kg Kérpergewicht verabreicht und nach ungefahr 3 Wochen, wenn die 
Symptome des Hyperthyreoidismus, wie Abnahme des Kérpergewichts» 
Zunahme der Pulszahl, Unruhe, Diarrhoe usw. auftraten, wurden die 
Versuche durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tab. IV wiedergegeben. 
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Ziffern in Klammern: cecal vor dem Auftritt d. Hyperthyreoidisums. 


Im Plasma betrug der G-N 620,2-687,4 mg/dl, im Durchschnitt 665,4 
mg/dl, der R-N 35,6-52,0 mg/dl, im Durchschnitt 43,0 mg/dl, der Eiw.-N 
581,1-641,4 mg/dl, im Durchschnitt 622,5 mg/dl, der Alb.-N 366, 1-397,6 
mg/dl, im Durchschnitt 374,1 mg/dl, der Glob.-N 190,2-210,1 mg/dl, im 
Durchschnitt 204,7 mg/dl, und der Fib.-N 24,4-71,5 mg/dl, im Durchschnitt 
43,7 mg/dl. Berechnet man aus den durchschnittlichen Grésse der Eiweiss- 
fraktionen die prozentuale Ab-oder Zunahme gegeniiber denen der Kon- 
trollversuche, so zeigten der G-N-29,2, der R-N-6,2, der Eiw.-N-30,8, der 


Tas. IV. 
Eiweissverteilung im Blutplasma u. Knochenmark bei Hyperthyreoidismus. 
vuncudl | Knochenmark 
5| a ae ee ee ee ee 
£| Kérpergewicht c- NI R -NIEiw.-| Alb. |Glob/Fib. - | G-N R- N' Eiw.-|Alb. cto. IFib. - 
5 (kg) u. N |-N | -Nj N | N }N|-N!N 
z Geschlecht mg/dijong/d mg/dl pale meal mg/dl mg/dl mg/d mg/d! mg/dl; mg/dl} mg/dl 
a ae are ae ES TS on ee EP Pe 
1; 1,54 (1,82) 9 | 674,8 43,4 | 631 4 367 3 192,4, 71 »| 1022,0 190,0' 832,C, 343,0; 143,0 345,0 
2, 1,36 (1,88) 6 | 678,8 52,0 6268 367,0) 219.1) 40,7; 910,0) 174,5, 735,5) 391,5 152,0, 192,0 
3) 1,39 (1,62) 6 |656,6| 41,7 | 614,9| 37,5) 206,6) 30,8) 874,0 156,0 718,6 317,0; 178,0 23,0 
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Maximum-::--  --- 6874 52,0) 641 4 397,6 210,1 71 ‘5| 1337,0 190,0, 1189,5| 633,5 213,0 345,0 
Durchschnitt --- --| 665,4) occas 3 374 11 208,7 43,7| 934,0 144,0| 790,0 368,0 164,0 258,0 
a 1 ee eens Renae Sto Baas "Sica WL ay Nan 
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Alb.-N-25,7, der Glob.~N-39,4 und der Fib.-N-26,8, wahrend im Knochen- 
mark der G-N-41,8, der R-N+-16,3, der Eiw.-N-46,8, der Alb.-N-45,5, der 
Glob.-N-64,9 und der Fib.-N-24,8 aufweisen. 

Wenn man die prozentuale Ab- oder Zunahme der Eiweisskérper im 
Plasma und Knochenmark vergleichend beobachtet, so ist die Abnahme 
des G- und Eiw.-N im Knochenmark starker als die im Plasma. Die 
Abnahme des Plasmaeiweisses ist darauf zuriickzufiihren, dass das Eiweiss 
infolge des gesteigerten Stoffwechsels beim Hyperthyreoidismus gespalten 
und durch die Niere aus dem Kérper ausgeschieden wird. Die Abnahme 
des Eiweisses im Knochenmark aber wird ausser auf seiner Spaltung wahr- 
scheinlich darauf beruhen, dass es teilweise in das zirkulierende Blut iiber- 
geht. Der R-N nahm im Plasma wenig zu, was mit den Angaben der 
Autoren, Stepphun u. Smirnowa,® Boothby, Buckley, u. Wil- 
helmj* sowie Kusano® und Koseki® von der hiesigen Klinik u. a. 
ibereinstimmt. Im Knochenmark aber wurde eine viel erheblichere 
Zunahme des R-N festgestellt, was darauf hinweist, dass das Eiweiss im 
Knochenmark in gesteigertem Masse gespalten wird. Wahrscheinlich 
geht ein Teil der gebildeten R-N ins Plasma iiber. Der vermehrte R-N im 
Plasma im hyperthyreotischen Zustand beruht zum Teil auf der Zunahme 
des R-N im Knochenmark. 

In bezug auf die koagulierbaren Eiweissfraktionen nahmen Alb.-, 
Glob.- und Fib.-N im Plasma wie im Knochenmark stets, aber je nach der 
Art der Fraktionen verschieden stark ab. Im Plasma war die Abnahme 
des Glob.-N am gréssten, die des Alb.- und Fib.-N fast gleich. Im Knochen- 
mark nahm ebenfalls der Glob.-N am starksten ab, ihr folgte. der Alb.-N, 
die Abnahme des Fib.-N war am geringsten. Man kann annehmen, dass 


Fig. 4. Prozentuale Verteilung desAlb.-, die Abnahmen dieser Fraktionen 


Glob.- u. Fib.-N in Eiweiss-N bei im Knochenmark zum Teil auf 
Hypertbyreoidismus. Ubertritt ins zirkulierende Blut, 
gy Stuhpcomes Anochenmar wie oben geschildert ist, zum Teil 


@ aber auf Herabsetzung der Pro- 
duktion oder Vermehrung der Spal- 
tung beruhen. 

Fig. 4 gibt die Mengenver- 
haltnisse des Alb.-, Glob.-, und 
Fib.-N im Eiw.-N im Vergleich 
mit denen bei.normalen Tieren an. 
Mit Hilfe dieser Figur kann man 
erkennen, ob die Fraktionen in den koagulierbaren Eiweisskérpern relativ 
ab- oder zunahmen. Im Plasma nahm namlich der Alb.-N cin wenig zu, 
der Gleb.-N ab und der Fib.-N etwas zu, wahrend im Knochenmark der 
Alb.-N geringe, der Glob.-N deutliche Abnahme und der Fib.- N deutliche 
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Zunahme aufwies. An den oben Gesagten kann man folgenden Schluss 
bekommen. Beim Hyperthyreoidismus tritt eime Uberproduktion des 
Fibrinogens im Knochenmark auf und geht dieses teilweise in die Blutbahn 
iiber, so dass das Plasmafibrinogen geringe Zunahme zeigt. Wenn dann 
das Albumin aus dem Knochenmark ins Plasma tibergeht und nicht neu- 
gebildet wird, so miisste es im Knochenmark relativ noch deutlichere Ab- 
nahme aufweisen; da jedoch das Albumin im Knochenmark ganz wenig 
abnimmt, scheint es im Knochenmark gleichzeitig neu produziert zu werden. 
Hinsichtlich des Glob.-N kann man, wie aus dem bereits oben Gesagten und 
Fig. 4 deutlich erkennbar ist, annehmen, dass er im Knochenmark weniger 
gebildet oder zugleich im erhéhtem Masse Spaltung unterliegt. 

Kurz man kann annehmen, dass beim Hyperthyreoidismus im Blut- 
eiweiss Albumin und Fibrinogen relativ zunehmen, das Globulin aber 
relativ abnimmt, und dementsprechend werden im Knochenmark Fibrino- 
gen und Albumin verhaltnismassig im gesteigerten Masse gebildet, wahrend 
Globulin weniger produziert oder relativ viel gespalten wird. Diese Ver- 
anderungen der Eiweissfraktionen im Plasma kommen denselben in Mit- 
teilungen von Leoper, Lemaire u. Tonnet,” Leoper, Tonnet u. 
Lebert®* u.a. nahe und stimmen im grossen und ganzen mit der Angabe, 
die von Nakazawa u. Tada®und Nakazawa u. Hatafuku® an 
hiesiger Klinik vom Standpunkt des k.o.D. gemacht wurden, itberein, 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Es wurden an normalen, anamischen oder hyperthyreotischen Kanin- 
chen Gesamt- (G-), Rest- (R-), Eiweiss- (Eiw.-), Albumin- (Alb.-), Globulin- 
(Glob.-) und Fibrinogen- (Fib.-.) N des Knochenmarks bestimmt und im 
Vergleich mit den entsprechenden Werten des Plasmas untersucht, was fol- 
gendes ergab: 

1. Bei normalen Kaninchen zeigten G-, R-, Eiw.- Alb.-., Glob-und 
Fib.-N des Knochenmarks deutlich héhere Werte als die entsprechenden N 
des Plasmas, insbesondere der Fib. -N weist erhgblich hohen Wert auf. 

2. Wenn man normalen Kaninchen, einer Abnahme derErythrozyten 
vorbeugend, einen Teil des Plasmaeiweisses aus dem zirkulierenden Blut ent- 
zieht, so mobilisiert das Knochenmark zuerst seinen R-N und sein Albumin 
rasch und in grossen Mengen ins Blut; die Mobilisation des Globulins 
scheint dagegen relativ verzégert. Das Fibrinogen wird, am schnellsten 
und in grésster Menge im Knochenmark produziert und in die Blutbahn 
mobilisiert. 

3. Bei hochgradiger Anamie, die durch wiederholte Blutentnahme 
hervorgerufen worden ist, wird Albumin im Knochenmark mangelhaft 
gebildet und ins Blut abgegeben, die Bildung des Globulins und seine Lie- 
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ferung zum Blut scheinen immer lebhaft zu werden. Das Fibrinogen scheint, 
wenn es auch im Knochenmark wahrscheinlich fortdauernd gebildet wird, 
teils sofort ins Blut abgegeben zu werden, teils sich im Knochenmark in 
Globulin umzuwandeln. ! 

4. Beim durch Fiitterung von Schilddriisensubstanzen herbeige- 
fiihrten Hyperthyreoidismus nehmen im Blutplasma Albumin und Fibrino- 
gen relativ zu, das Globulin dagegen zeigt relative Abnahme. Im Knochen- 
mark werden dementsprechend Fibrinogen und Albumin in verhaltnis- 
massig grossen Mengen gebildet und ins zirkulierende Blut abgegeben, 
wahrend Globulin wahrscheinlich weniger produziert oder relativ vie] 
gespalten wird. Es ist erwahnt worden, dasseine Ursachen fiir die Zunah- 
me des R-N im Plasma in der vermehrten Produktion derselben im 
Knochenmark zu suchen ist. 

5. Aus den oben erwahnten Resultaten verschiedener Versuche kann 
man feststellen, dass das Knochenmark auf Ab- oder Zunahme des Eiweisses 
im zirkulierenden Blut empfindlich reagiert, ferner, dass zwischen Blut- und 
Knochenmarkeiweiss innigste Zusammenhange bestehen. 
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Karyogram—a Graph of Nuclear Shift. 
Preliminary Report. 
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Karyogram is our nuclear picture. The 3 Karyograms shown below (Fig. 1.) 
are that of normal nuclear picture (6), those of nuclear shift to the left (a), and 
to the right (c). The 
horizontal line (6)— | 
connecting the five \ 
figures: 5 (% for Ior | 
rod-shaped nuclear 
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cells), 35 (9% for II wo) B_ 25 om 
or two-nuclear cells), ; ii - 4 : 

40 (for III), 15 (% a 

for IV), 5 (9% for V) Fig I 


represents the normal nuclear picture. If one has got 15%, 5722, 202, 6%, and 
2e¢ for I, 11, III, 1V, and V respectively, than devide these figures by 1, 7,8, 3 and 
1 respectively, so that 15, 8.1, 2.5, 
2 and 2 will be obtained and the fol- 
lowing Karyogram drawn. (Fig. 2.) 

And if one has found e.g. 3 























PM metamyelocytes (young forms) and 
- — Pxo--+--4 g 2 2 myeloeytes during the examination 








of 200 leucocytes, one may as well 
Fig.2 Fig.3 note them to the left side of the 
Karyogram like this (Fig. 3). 
The Karyogram to the accompaniment of the ELMoN-ogram will show the 
blood picture of a patient (an actual example: Fig. 4) intuitively. 
The details of the present treatise will be reported in a hematological paper 
(Cf. this Journal). . 
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Fig.% Course of meningococcal meningitis. 


































































































Paper read at the 12th Meeting of the Society of Research of Disease caused by Acid- 
fast Bacilli, held June 24, 1943, Sendai. 
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Studien uber die Eiweisskorper des 
. Knochenmarks. 


Il. Mitteilung: Die Veranderungen der Eiweissfraktionen des 
Knechenmarks bei experimenteller Nieren- und 
Leberschadigung. 


Von 


Yutaka Nihei 
(= % *®) 
(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. Kato, 
Tohoku Universitat 2u Sendai.) 
(Received for publication, May 2, 1943) 


Dass die Niere nicht nur Endprodukte des Stoffwechsels ausscheidet, 
sondern auch an der Regulation des Bluteiweissbildes beteiligt ist, geht 
aus Untersuchungen von Habler, Giinther, Scheiner, Wagner u. 
Wé6rner” und den Arbeiten hiesiger Klinik von K. Kimura u. Naka- 
zawa,” Sanada,®, Shida” u.a. einleuchtend hervor. Es ist eine 
bekannte Tatsache, dass bei Niereninsuffizienz die Funktion des Knochen- 
marks gestért wird und éfters Anamie zustande kommt. Wenn die Niere 
so an der Regulation des Bluteiweisses teilnimmt und ihre Insuffizienz die 
Funktion des Knochenmarks stért, muss es von grésstem Interesse s¢in, das 
Eiweiss im Knochenmark bei Nierenschadigung zu priifen. 

Es ist von vielen Autoren anerkannt, dass die Leber bei verschiedenen 
Stoffwechseln, insbesondere bei Eiweisstoffwechsel eine beherrschende 
Stellung einnimmt. Yasuda* hat an hiesiger Klinik den Eiweissgehalt 
und den k.o.D. in dem der Leber zufliessenden und von ihr abfliessenden 
Blut bestimmt und festgestellt, dass die Leber bei Funktionsstérung in 
grossen Mengen grossmolekulare Eiweissteilchen ins Blut abgibt. Nolf,® 
Whipple u. Hurwitz,” Tanaka,® Mann u. Magath” u.a. meinten, 
die Leber'sei ein Bildungsorgan des Bluteiweisses. Da die Leber ein Organ 
ist, welches sich an der Regulation des Bluteiweisses stark beteiligt, und bei 
ihrer Schadigung Anomalien des Eiweisstoffwechsels auftreten, kann man 
sich leicht vorstellen, dass das Knochenmark, welches in enger Bezichung 
zum Eiweisstoff wechsel steht, dadurch ebenfalls irgendwie beeinflusst wird. 

Daher sind vorliegende Versuche vorgenommen, um. den Ejweiss- 
spiegel des Knochenmarks bei Nieren- bzw. Leberfunktionsstérungen zu 
untersuchen. Da die Methode der Bestimmungen dieselbe war, wie bei 
den Untersuchungen der I. Mitteilung, wird'sie hier nicht beschrieben. 
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1. Bestimmungen bei Nierenschadigung. 


Damit die direkte Funktionsinsuffizienz hauptsachlich bei der Niere 
allein zustande kommen konnte, wurden keine Einspritzungen giftiger Sub- 
stanzen oder dergleichen, sondern die béiderseitigen Ureterenligatur aus- 
gefihrt. Nach 48 Stunden, wenn die uramischen Symptome dadurch 
manifest auftraten, wurden die Versuchstiere untersucht. Die Ergebnisse 
sind in Tab. I angegeben. 










































































Bae: . L 
Eiweissverteilung im Blutplasma u. Knochenmark bei Ureterenunterbindung. 
Blutplasma Knochenmark 
Z| 
"3 Kérper gewicht G-N ik -N | Eiw. [Ne ie | : G-N RN Eiw.- oe oats IFib. - 
(kg) u. 
Zz Geschlecht {mg/dl (mg/dl meting ‘g/l gl mg jne/dtimg/al ng dl 
ve 

rer in Bo oe oot Ee ET a SS a eee ee a 
| 175 6 988,4| 203, 1 |785,3) 32,0 318,6 144,7 1078,0| 338,5| 739,5| 286,3) 273,6) 179,6 
2) 180 ¢@6 1156,4 327,2| 829,2) 384,5| 357,6| 87,0) 1015,C| 2645) 750,5 regs 360,0) 186,5 
i et er 1040,2/ 291 6 748, 15) 380,2 217,9} 105,0) 1400,0| 343,0| 1057,0] 345,0, 358,5| 353,5 
4) 188 6 1047,2 308,1 739,1) 321 ‘2 262,1/ 155,8| 931,0| 260,4 670,6, 199,6) 225,8) 245,2 
5| 158 @ |10248) 216,1) 808,7 381,0| 362,5) 11,2| 1274,0) 282,1| 991,9 243,1) 460,0) 288,8 
6 175 6 1082 518.4, 769,8 377,6| 326,4| 65,8 931,0) 329,9| 601,1/ 156,2| 173,6 271,3 
Minimum .--_ ---| 988,4| 203 +1) 739,1) 321,2 217,9| 65,8} 931,0|260,4| 601,1| 199,6 17361796 
Maximum —---_ ---| 1156,4) 327,2/ 829 = 362,5] 155,8) 1400,0! 338,5| 1057,0) 345,0 360,0) 353,5 
Durchschnitt --- ---| 1057,7| 2776 780,1) 361,1| 305,1| 17,5, 1104,8 303, 1 “801 ,7| 239,01 308,6 254,1 
= eae. eS oe eS eee ee ee eee eee 
Dugchckni a he 940.0) “403 0995 503 3,5) 338,¢ 338,0| 59,7| 1605,0 119,6 1485,4| 675,0| 467,2| 343,2 

Prozentische Ab- od.| ep a = dit Ba i oe = 
oe dl 12,5) 585,0| 13,3, 28,3, 9,7 "191 31,2| 153,4] 46,0) 64,6 ” 33,9) 26,0 

| J ! 


Bei Nierenschadigungen nimmt bekanntlich der Rest-(R-)N des Plasmas 
erheblich zu. Diese R-N-Zunahme wird selbstverstandlich durch eine 
Anomalie des Eiweisstoffwechsels im Gewebe herbeigefithrt. An hiesiger 
Klinik haben Sanada,® Moriguti™ u.a. an Leber, Niere, Gehirn usw. 
Zunahme des R-N bei Niereninsuffizienz nachgewiesen, aber es war noch 
nicht geklart, wie sich der R-N des Knochenmarks dabei verhilt. 

Nach den Resultaten vorliegender Bestimmungen betrug der R-N, 
wenn er im Plasma erheblich und zwar bis auf durchschnittlich 277,6 mg/dl 
zunahm, im Knochenmark ebenfalls durchschnittlich 303,1 mg/dl, ungefahr 
3 mal so viel wie der Normalwert. Aus diesem Befunde ging einleuchtend 
hervor, dass die Zunahme des Plasma-R-N bei uramischen Zustanden zum 
Teil auf Zunahme des R-N im Knochenmark, folglich auf Ubertritt des- 
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selben in die Blutbahn zuriickzufiihren ist. Wenn auch der Gesamt-(G-) 
N im Plasma ein wenig zunahm, verringerte sich der Eiw.-N infolge erheb- 
licher Zunahme des R-N um 13,3%. Im Knochenmark zeigte der Eiw.-N 
eine Abnahme von 46,0%, da der 'G-N abnahm und ausserdem der R-N 
noch zunahm. Was.die Fraktionen des Eiw.-N im Plasma anbelangt, 
betrug der Albumin-(Alb.-)N im Durchschnitt 361,1 mg/dl, der Globulin- 
(Glob.-)N 305,1 mg/dl und der Fibrinogen-(Fib.-)N 117,5 mg/dl. Wenn 
man im Vergleich mit den normalen Durchschnittswerten die prozentuale 
Ab- oder Zunahme berechnet, zeigte der Alb.-N— 28,3, der Glob.-N—9,7 
und der Fib.-N+ 49,1. Es wurden namlich absolute und relative deutliche 
Zunahme des Fib.-N, relative Zunahme des Glob.-N und absolute und re- 
lative Abnahme des Alb.-N festgestellt. 

Im Knochenmark aber betrug, da der Eiw.-N erheblich abnahm, der 
Alb.-N durchschnittlich 239,0 mg/dl, der Glob.-N 208,6 mg/dl und der 
Fib.-N 254,1 mg/dl. Wenn man ‘im Vergleich mit den normalen Durch- 
schnittswerten die prozentuale Abnahme berechnet, so war die Abanhme 
des Alb.-N am gréssten(-64,6). Dann folgte der Glob.-N mit -33,9 und der 
F a mit -26,0. Im Knochenmark nahmen namlich samtliche Fraktion- 
en ab. 

Um die Fraktionen des Plasmas und.des Knochenmarks vergleichend 
zu untersuchen und die Beziehungen zwischen ihnen zu priifen, wurden die 
prozentualen Verhiltnisse der Fraktionen im Eiw.-N ausgerechnet und 
in Fig. 1 wiedergegeben. Wie aus 


Fig. 1. Prozentuale Verteilung des Alb.- A ge 
. der Figur ersichtlich ist, nahm der 


Glob.- u. Fib.-N in Eiweiss-N 























bei Ureterenunterbindung. Alb.-N sowohl im Plasma als auch 
Blutplasme hall ail im Knochenmark relativ, insbe- 
je sondere im letzteren erheblich ab, 
‘i der Glob.-N relativ zu, und zwar 
| im Plasma sehr wenig und im 
40 Knochenmark auffallend, und der 
30} y Fib.-N im Plasma wie im Knochen- 
20h y mark deutlich relativ zu. 
tol y Die oben erwahnten Verander- 
ie Z ungen der Eiweissfraktionen im 
Plasma, d.h. relative Albuminab- 
a und Globulinzunahme, _folglich 
Fib-N Herabsetzung des Albumin-Glo- 


Co Normalwerte i . ‘ 
bulin-Quotienten, wurden bereits 


von einer Reihe Autoren, wie Epstein,” Ebel,’ Petchacher u. Hén- 
linger™ u.a,, und in den Arbeiten hiesiger Klinik von Shida,” Oisi® u. 
a. nachgewiesen, aber im Knochenmark tritt, wie Fig. 1 zeigt, diese 
Neigung noch deutlicher auf. Es wurde von Kollert u. Starlinger,™ 
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Ozawa" u.a. nachgewiesen, dass das Plasmafibrinogen bei Nierenin- 
suffizienz zanimmt. Durch vorliegender Bestimmung wurde nun festgestellt, 
dass es im Knochenmark ebenfalls relativ zunimmt. 

Aus dem Gesagten geht hervor, dass bei Niereninsuffizienz auch im 
Knochenmark 4hnliche, und zwar noch deutlichere Veranderungen des 
Eiweissbildes wie im Blutplasma beobachtet werden kénnen; aus dieser 
Tatsache wird geschlossen, dass bei Niereninsuffizienz die Ursache fur die 
Veranderungen des R-N sowie der Fraktionen im Blute zum Teil in den-, 
selben im Knochenmark zu erblicken ist. Mit anderen Worten, sie deutet 
darauf hin, dass das Bluteiweiss und das Knochenmarkeiweiss in engster 
Beziehung zueinander stehen; man muss namlich das Vorhandensein einer 
myelo-renalen Korrelation annehmen. 


2. Bestimmungen bei Leberschadigung. 


Da die Herbeifiihrung von Leberschadigungen durch giftige Substan- 
zen wie Phosphor, Chloroform, Carbontetrachlorid usw. zugleich auch das 
Knochenmark und andere Organe schadigt, wurden in vorliegender Unter- 
suchung die Choledochusunterbindung und Ligatur der Leberarterien aus- 
gefiihrt, um mdglichst die Leber allein'zu schadigen. 


(i) Choledochusunterbindung. 


Gesunden Kaninchen wurde der Ductus choledochus unterbunden, 
nach ungefahr 72 Stunden, werin die Symptome des Ikterus manifest auf- 
traten, wurden die Versuchstiere getétet und die Bestimmungen durchge- 
fihrt. Die Resultate an 6 Versuchen sind in Tab. II angegeben. 

Im Plasma betrug der G-N im Durchschnitt 880,6 mg/dl, nahm also 
im Vergleich mit den Kontrollvérsuchen um 6,3% ab. Der R-N betrug im 
Durchschnitt 68,6 mg/dl, nahm also gegeniiber der Norm um 69,3% zu- 
Der Eiw.-N erfuhr durchschnittlich mit 795.4 mg/dl, eine Abnahme von 
11,6%, der Alb.-N durchschnittlich mit 396,9 mg/dl, eine solche von 21,2%- 
Der Glob.-N betrug im Durchschnitt 311,6 mg/dl, nahm also um 7,8% ab; 
der Fib.-N durchschnittlich 86,7 mg/dl, nahm also um 45,2% zu. Im 
Knochenmark betrug der G-N im Durchschnitt 1276,8 mg/dl, nahm also 
gegentiber den Kontrollversuchen um 20,5% ab. Der R-N betrug im 
Durchschnitt 165,2 mg/dl, nahm also um 38,2% zu. Der Eiw.-N wies 
durchschnittlich mit 1111,6 mg/dl, eine Abnahme von 25,2% auf. Der 
Alb.-N betrug durchschnittlich 433,2 mg/dl, mit der Abnahme von 35,8%. 
Der Glob.-N betrug durchschnittlich 366,2 mg/dl, nahm also um 21,6% ab. 
Der Fib.-N belief sich durchschnittlich 231,2: mg/dl, einer Abnahme von 
9,0% entsprechend. 
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Tas. II. 
Eiweissverteilung im Blutplasma u. Knochenmark bei Choledochusunterbindung. 





Blutplasma Knochenmark imerk - 





Korper- oA -Nete. _|Alb.-|Glob. Fib-| G-N R-N) Biw-|ap Glob/Fib.- 


les] 

“onde cht me/di ete making eng) mg/dl|mg/dl) me/dl nga \mg/dling/dl! 2 = : 
P) 

‘| 


~ |Versuchs-Nr. 


1! 1,30 (1,50) ¢ sai 65,9 795) 3 380,2\ 364,6, 50,9'1322,0 262 010 1060,0 9 386,4| 373,3| 300,365 
2| 1,20(1,40) ¢ 961,4|82,> 898,9 408.5 387, 1| 103,0/1246,01 117,2| 1128,8 477,4 368,9 282,5, 70 
'3/ 1,50(1,70) @ 49,8) 78,1| 771,7/ 357,6 265,6 148,511200,0! 161,1| 1038.9] 375.4. 323,51 340,0 


4| 1,20 (1,45) @ {761,61 53,8708, 331,61 253.5) /122,712120 1649 1047,1| 382,3) m4 $06.1 25 








5} 1,20(1,45) @ |772,8| 58,5) n43 438,0 230,9 eile 0 1475 1217,5) 494,6 377,8| 345,1| 


6| 1,20 (1,45) @ |956,2) 72,9 883,3) |465,2| 368,0) 50 13160 138,9 1177.11 482.7 394, 299,5) 55 


3316 230,9) “45,411200,0 117 2 1038,9 | 375,41 32: 323,5 2825, 
465,2, 387,1) 148,5)1322,0) 262,0| 1217,5) 494,6 394,9 345, 1 
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Minimum --- ... 761. ,6) 53 387 708, 8 
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Ziffern in Klammern: Kérpergewicht vor d. Choledochusunterbindung. 
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(ii) Ligatur der Leberarterien. 


Zu diesem Versuche wurden ebenfalls 6 junge gesunde Kaninchen ver- 
wendet. Es wurde ihnen die A. hepatica in einer von der Verzweigungs- 
stelle der A. gastroduodenalis direkt distal gelegenen Partie unterbunden, 
und 48 Stunden danach wurden die Bestimmungen durchgefiihrt. Die 
Resultate sind in Tab. IIT wiedergegeben. 

Im Plasma betrug im Durchschnitt der G-N 8°7,9 mg/dl, der R-N 58,9 
mg/dl, der Eiw.-N 809,0 mg/dl, der Alb.-N 389,2 mg/dl, der Glob.-N 315,3 
mg/dl und der Fib.-N 104,5 mg/dl. Wenn man aus diesen Daten die pro- 
zentuale Ab- oder Zunahme gegeniiber den Kontrollwerten berechnet, so 
zeigt der G-N—7,7, der R-N+-45,3, der Eiw.-N—10,1, der Alb.-N—22,7, 
der Glob.-N—6,7 und der Fib.-N-+ 74,8. 

Im Knochenmark betrug durchschnittlich der G-N 1061,7 mg/dl, der 
R-N 175,0 mg/dl, der Eiw.-N 886,7 mg/dl, der Alb.-N 329,1 mg/dl, der 
Glob.-N 291,0 mg/dl und der Fib.-N '266,6 mg/dl. Die prozentuale Ab- 
oder Zunahme belauft sich beim G-N—33,9, beim R-N+-46,0 beim Eiw.-N 
~ 40,3, beim Alb.-N—5 1,2, beim Glob.-N~+37,7 und beim Fib.-N~22,0. 








60 Y. Nihei 











Tas. III. 
Eiweissverteilung im Blutplasma u. Knochenmark bei Leberarterienligatur. 
- Be- 
Blutplasma | Knochenmark merk- 
——— ungen 
4 Korper- \G-N IR-NiEiw.-| |Alb.-|Glob.|Fib.-|G-N R-N Eiw. - Alb.- Glob. Fib i623 
| Repent |N | N|-N|N | N | N 533 
é Geschiecht real 'me/dll mera ime/dl mg/dl Poel meter mg/dl mg/dl, mg/dl ime/d S38 
or... hermes . 
| 
1] 1,17 (1,45) @ oe 599 366,5 1289 966,0 169,2 7968 328,1) 210,1) 258.6 7 
2| 1,05 (1,30) '812,0| 82,5, 729,5 373,2) 250,0  106,3|1092,0|186,6 905,4, 244,7| 362,7| 298,0, . 8 
3} 1,15 (1,40) $ 816.2) 37,3, 778,8| 350 7 332,8) 95,4 987,0) 134. 5) 852 5 325, 5 234,4, 292.6 8 
4| 1,15 (1,45) Q | 43,4 940,8 489,5) 346,8 104,4/1162,0 178,0 984,0 377,4 344,9) 261,7) 7 
5| 1,20 (1,50) 6 02,1 65,8, 736,3) 340,2 | 303,9' 92,2'1122,0 199,8 922,2 372,6, 301,7| 247,98 


6| 1,10 (1,45) OSa.4 #9 799 aa 218 99,6|1041,5 181,8 859,7 326,8) 292,3, 240,6, 10 








Minimum --- | 729,5) 250,0| 92,2) 966,0 134,5, 796,8 244,7| 210,1, 240,6 
Maximum --- “oot 825 40 49,5, 96,9 128,9)1162,0 199,8 984,0 372,6 362,7| 298,0, 











Durchschnitt . 867,9 58,9 809,0, 389.2 315,3) 104,5)1061, 7) 175, 886,7 329, 291,0, 266,6 


Durchschnitt 24000, 40,5 899,65 503,5) 338.0 59,7 1605,0 119,6 1485,4 675,0 476,2\ 343,2 


d. Norm | 
Prozentische | } ~| | | 
Ab- od. Zunah-— [+ 5 pe ee Page aa EE Pete eR ay 
me gegeniiber 7,7/ 45,3/ 10,1, 22,7, 6,7| 74,8 33,9 46,0 40,3) 51,2) 37,7) 22,0 
d. Norm ri. ee ee 


Ziffern in Klammer: Kérpergewicht vor Leberarterienligatur. 


Wenn man die Durchschnittswerte und die prozentuale Ab- oder 
Zunahme in den Bestimmungsdaten bei den durch die oben erwahnten 
beiden Methoden herbeigefiilirten Leberschadigungen betrachtet, so erkennt 
man eine ganz ahnliche Neigung der Veranderungen, wenn auch ihr Grad 
in den einzelnen Daten verschieden ist. Der G-N z.B. zeigt, wie. bereits 
von Ozawa,” Nakao u. Matuzaki'® festgestellt worden ist, in vor- 
liegenden Fallen ebenfalls im Plasma geringe Abnahme, im Knochenmark 
aber erhebliche Abnahme. Der R-N nimmt, wie Sakai™ Aoi, Oisi*” 
u.a. feststellten, im Plasma etwas zu und im Knochenmark ebenfalls aus- 
gesprochen zu. Dass bei Leberschadigungen der R-N ,wenn er im Plasma 
zunimmt, in den Gewebe.von Leber, Niere und Hirn ebenfalls zunimmt, 
ist von Sanada® und Moriguti™ nachgewiesen. Da aber hier nachge- 
wiesen worden ist, dass der R-N auch im Knochenmark zunimmt, liegt 
eine der Ursachen fiir die Zunahme des R-N im Plasma offenbar in der- 
selben im Knochenmark. Der Eiw.-N zeigt im Plasma geringe Abnahme 
und im Knochenmark weit starkere Abnahme. Um die Beziehungen 
zwischen Alb. -, Glob.- und Fib.-N dabei zu beobachten, wurden die Ver- 
haltnisse der ,Fraktionen im Eiw.-N ausgerechnet und in Fig. 2 (Chole- 
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Fig. 2. Prozentuale Verteilung des Alb.-, Fig. 3. Prozentuale Verteilung des Alb.-, 


Glob.- u. Fib.-N in Eiweiss—N bei Glob.- u. Fib.-N in Eiweiss-N bei 
Choledochusunterbindung. Leberarterienligatur. 
% Blutplasma Knochenmark % ° Blutplasma Knochenmarn 
e 
60} 60 
50} 
40- 
30} 
20}- 



































dochusunterbindung) und Fig. 3 (Leberarterienligatur) wiedergegeben 
Ans den 2 Figuren erkennt man, dass nicht nur die Richtung, sondern auch 
die Grade der Veranderungen bei Choledochusunterbindung und Leber- 
arterienligatur annahernd gleich sind. Darum wollen wir in der folgenden 
Darstellung die Resultate der beiedn Schadigungsarten nicht trennen. 

Uber die Veranderung des Albumin-Globulin-Quotienten im Plasma- 
eiweiss bei Leberschadigungen sind zu zahlreiche Berichte erschienen, 
um sie alle einzeln auffiihren zt kénnen. Die Verringerung haben A be,” 
Yasuda,» Kusano,™ Shida, Koseki™ u.a. an hiesiger Klinik von der 
Kolloidosmometrie her nachgewiesen, in vorliegenden Versuchen eine re- 
lative Abnahme des Albumins und relative Zunahme des Globulins und 
Fibrinogens im Plasma bestatigt, wie aus Fig. 2 und 3 ersichtlichist. Wie 
die Figuren deutlich zeigen, werden dabei im Knochenmark ganz ahnliche 
Veranderungen wie im Plasma beobachtet. 

Was die Ursache fiir die Veranderungen des Eiweissbildes im Plasma 
und Knochenmark anbetrifft, so geht aus dem in die I. Mitteilung’™ geschil- 
derten klar hervor, dass das Knochenmark Eiweiss ans Blut liefert, so dass 
diirfte man nicht annehmen, dass es sich hier um einen ganz passiven Vor- 
gang handeln, wobei die Veranderungen der Eiweissfraktion im Blute 
sekundar auf dem Eiweissbild des Knochenmarks ausgewirkt haben sollte, 
die Annahme liegt hier nahe, dass das Knochenmarkeiweiss sich unter 
Wirkung der durch Leberschadigung erzeugten Substanzen oder der humor- 
alen sowie anderen myelohepatalen Korrelationen primar. qualitativ ver- 
andert und relative Zunahme des Globulins und Fibrinogens sowie relative 
Abnahme des Albumins verursacht, und wobei der Globulin und Fibrinogen 
ins Blutplasma iibertretend relative Zunahme derselben und die relative 
Abnahme des Albumins im Plasma bewirken.. Auf Grund. dieser Tatsache 
darf man wohl sagen, dass das Knochenmark auch bei Leberschadigung 
wie bei der der Nieren die Veranderungen des Bluteiweisses bedeutend be- 
einflusst. Mit anderen Worten, soweit es das Bluteiweiss betrifft, kann man 
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wohl das Vorhandensein einer myelo-renalen und einer ean 
Korrelation annehmen. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


An normalen jungen Kaninchen wurden Nierenschadigungen und 
Leberschadigungen durch Choledochus- oder Leberarterienligatur hervor- 
gerufen und die Veranderungen der Eiweissfraktionen im Knochenmark 
bestimmt. Beim Vergleich mit den Eiweissfraktion des Plasmas gelangt 
man zu folgenden Ergebnissen; 

1. Bei Nierenschadigungen treten im Knochenmark Abnahme des 
Gesamt- (G-)N, erhebliche Zunahme des Rest-(R-)N und deutliche Abnah- 
me des Eiw.-N auf. Hinsichtlich der Fraktionen des Eiw.-N sind relative 
Abnahme des Albumins und relative Zunahme des Globulins und Fibrino- 
gens auffallend. Wenn auch die Richtung dieser Veranderungen im gros- 
sen und ganzen derjenigen im Plasma 4hnlich ist, ist ihr Grad viel erheb- 
licher als der im Plasma. 

2. Bei Leberschadigungen zeigen sich im Knochenmark Abnahme 
des G-N, Zunahme des R-N und Abnahme des Eiw.-N; diese Tendenzen 
stimmen mit den Veranderungen im Plasma tiberein. Was die Fraktionen 
des Eiw.-N anbelangt, nimmt das Albumin relatiy ab; Globulin und Fibrino- 
gen nehmen dagegen relativ zu. Die Richtung und das Ausmass dieser 
Veranderungen sind annahernd gleich denen im Plasma. 

3. Aus dem Gesagten geht hervor, dass die Ursache fiir die Ver- 
anderungen der einzelnen Eiweisskérper im Plasma bei Nieren- oder Leber- 
schadigung zum Teil im Knochenmark zu erblicken ist. Man kann namlich 
annehmen, dass beziiglich des Verhaltens der Eiweissk6rper sich myelo-renale 
und eine myelo-hepatale Korrelation nachweisen asst. 
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A New Simplified Electrical Method for Recording 
the Blood Pressure in Animal. 


By 
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In animal experiments it often becomes convenient to record the blood 
pressure by electrical method. 
Fig. Hitherto many such methods were 
devised, but they are, for medical use, 
too complicated or too unstable if not 
incorrect. 
The present method (Fig. 1) is 
based on the principle 
of electrical oscil- 
lation (Colpitts 
circuit in electrical 
engineering). The 
wire is coiled around - 
the glass tube of mer- 
cury manometer (Fig. 2). The fluctuation of mercury L 
meniscus changes the inductance of the coil and causes 
the corresponding variation in the output current, which 
is recorded by an electromagnetic oscillograph. 
By this simple means the changes in blood pressure 
can be registered easily as well as accurately. 








Fig.2 
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Biochemical Studies on Carbohydrates. 


LXXXIV. Does Mucoitin Exist in the Animal Body as Combined with 
Sulfuric Acid? 


Second Report. 


Mucoitin from Gastric Mucosa of Pig. 


By 


Minoru Takahasi and Tadasi Yasuoka. 
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1. (From the Medico-Chemical Institute, Tohoku 
e Imperial University, Sendai. Director: 

., Prof. H. Masamune.) 

rt (Received for publication, May 11, 1943) 


Of the authors who claimed the presence of an itinsulfuric acid in 
gastric mucosa or mucus of hog, Lé6pez-Su4arez' and Alzona? took the 
mucus as a material, Levene and Lépez-Suarez*‘ the mucus and 
Komarov’ as well as Meyer and his coworkers* commercial gastrie 
mucin probably prepared from the mucosa and adhering mucus together. 

We tried to isolate the substance in question from the mucus and thc 
mucosa separately by taking advantage of the formaldehyde procedure of 
Masamune and Osaki’ which is a mild method contrary to the opera- 
tions the predecessors applied*. =The product from the mucosa contained no 
bydrolytic sulfur and the analytical figures and optical rotatory power of it 
(Table I) were perfectly in accord with those of mucoitin from funis mucin 
(Osaki and Hasegawa’). 


TaBLeE I, 


Quantitative Properties of Mucoitin from Pig Gastric Mucosa. 








Nitrogen «+--+. 200 «+e! 3.329 gO 10.2992 
Glucosamine «+» + .--| 42.77” ae ae 0.15” 
Glucuronic acid | 5. f 
| ¢ n wat —65.0°* 
Indole re. +s -=| 45.60 ” | [¢]p (i er) 6 
Orcinol rr. «+ ese see! 45.58” | 


* -0.41x 3.0188/0.09x 1.0019x 1. 
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The mucus was found to involve neither itin nor itinsulfuric acid as 
will be described in the experimental part. 


EXPERIMENTAL. 
Preparation of Mucoitin from the Mucosa. 


The wet mucosa of 20 pig stomachs, whicd had been removed quite 
completely from the mucus in a mechanical way, weighed 4.9 gm. This 
was treated repeatedly with formaldehyde-containing alkaline water ac- 
cording to Masamune and Osaki. The deposit obtained on acidifica- 
tion of an extract was mixed into the residue insoluble in alkali for a following 
extraction. The precipitates, which came out of the acidified extracts on addi- 
tion of alcohol (extraction was made 5 times), amounted in total to 26.4 gm. 
when dry, but 15 gm. of it remained undissolved in water at the next stage and 
were therefore discarded and the solution obtained was treated with kaolin 
as when mucoitin was isolated from umbilical mucin by Osaki and Hase- 
gawa. The purified substance (white powder) amounted to 280 mgm. It was 
soluble in water and gave no biuret reaction. Molisch reagents developed a 
plain green colour. Quantitative figures of it are listed in the table above. 


The Experiment on the Mucus. 


The fresh mucus (265 gm.) collected above from the 20 stomachs was 
extracted with alkaline water in the presence of formaldehyde as was the 
mucosa. However, the precipitates (in total 0.8 gm. in a dry state) ob- 
tained by addition of alcohol to the acidified extracts did not give the 
naphthoresorcinol and aniline acetate reactions for hexuronic acid. They 
were biuret positive, and M olisch reagents gave a violet dye from them. 


CONCLUSION. 


The mucosa of pig stomach contains mucoitin but no itinsulfuric acids 
In the mucus is present neither of them. 


The costs of this work were defrayed by a grant from the Foundation for Pro- 
motion of Science and Industrial Research and that bestowed by the Grant 
Committee for Scientific Researches of the Education Department. 
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LXXXV. Chondrosin. 


Fourth Report. 


By 
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from the chondrosamine residue. 











CHO COOH COOH 
‘ CHNH, CHNH, co 
HOCH HOCH HOCH 
HOCH ~” HOCH ~ HOCH 
HCOH HCOH HCOH 
.  GHLOH J ¢H,OH ¢H,OH 
I (11) 
COOH 
HOCH CHO COOH 
HOCH HOCH HOCH CHO 
HCOH ~ HGOH ~ HGOH ~ HCOH 
CH,OH CH,OH CH,OH  CH,OH 
(IV) Vv VI Vil 
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Biochemical Studies on Carbohydrates. 


The Chemical Nature of “ Cinchonidine 
Salt A’? in the Second: Report. 


(From the Medico-Chemical Institute, Tohoku 


Several years ago we established the glucuronidochondrosamine stru-c 
ture of chondrosin’?. One of its non-nitrogenous oxidation products, as 
obtained in thé form of cinchonidine salt, possessed neutral equivalent of 
619.4andanalyzed: C49.47%,H 7.02% andN 4.51%. Although glucuronic 
acid was separated from it, the remaining component has been left unidenti- 
fied. Experiments made on this point since then are dealt with by this account, 

With the progress of oxidation the following compounds are producible 


CHO 
HOCH 
HOCH ~ 

HCOH 


¢H,OH 
Ill 


COOH 
- HCOH 

CH.OH 
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_, CHO x COOH |. O ua O 
CH,OH CH,OH HCOH C(OH), 
(IX) ; x (XD . XII 


Considered from the elementary composition of its cinchonidine salt 
particularly regarding N and O, the product in question is either a mono- 
carboxylic acid made up of glucuronic acid and a small non-acid compound 
such as IX and XI? or a dicarboxylic acid which an acid of a big molecule 
such as II or IV constitutes with glucuronic acid. I does not come into 
question since the product is free from nitrogen (cf. the preparation method). 

The substance has been seen to reduce hot ammoniacal silver solution 
intensively? on one hand but not to consume iodine, on the other, by Cajorj 
procedure, so that IV and IX may be excluded, whose linkages (glucosidic) 
with glucuronic acid are not cleavable by alkali. Following experiments 
denied to IX and XI their being the rest: | 

1) Cinchonidine salt A (500 mgm.) was removed from cinchonidine 
and hydrolyzed under reflux with sulfuric acid (1 n.), and after agitation 
with BaCQ; followed by filtration, the filtrate and the washing were distilled 
together in vacuo to a small volume and precipitated with alcohol. The 
white powder obtained did not smell of formic acid on addition of a dilute 
sulfuric acid and from the solution was obtained merely a neutral distillate, 

2) 1.5 gm. of the cinchonidine salt were subjected to a similar process 
of hydrolysis as in 1) and the filtrate from barium sulfate and barium carbo- 
nate was distilled‘. The distillate neither smelled of the aldehyde nor pos- 
sessed any reducing force nor gave any precipitate with -nitrophenyl- 
hydrazine. 

A further-experiment pointed to the presence of a rest which gives 
more furfural than does glucuronic acid. The conceivable products other 
than IJ and III are incapable of giving furfural and consequently the problem 
in hand appeared to have been solved, namely, it looked conclusive that 
we have glucuronidotagaturonic acid. As an argument for this possibility 
are regarded the results obtained by orcinol and indole reactions. The 
colours developed from the substance resembled those from an equimolecu- 
lar mixture of glucuronic and tagaturonic acids not only in nuance® but also 
in intensity. 

According to what the above probes indicated, we undertook to separate 
tagaturonic acid from the substance. However, attempts were unsuccess- 
ful perhaps because of its easy disintegration by the hot strong acid that was 
used for hydrolysis. Hence we resorted to a roundabout way of deriving 
glucuronidotagaturonic acid from chondrosin through osazone and osone. 
Here the f-nitrophenylosazone was obtained, but concentrated hydrochloric 
acid (E. Fischer*), benzaldehyde (H erzfeld-de-Witt’) and formaldehyde 
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(Ruff-Ollendorf-Browne’) were all useless to set free chondrosinosone. 
This failure compelled us to adopt the former scheme again on a larger scale. 
Fortunately could be isolated tagaturonic acid, though smattin quantity, as 
brucine salt and glucuronic acid as cinchonidine salt, and in .addition, 
decarboxylation products, glucuronidolyxose as brucine salt and probable 
lyxose as p-bromophenylhydraZone. 


Experimetal. 


Properties of Glucuronidotagaturonic Acid and Tagaturonic Acid. 


Preparation and qualitative tests of barium glucuronidotagaturonate. 


3.5 gm. of the cinchonidine salt were dissolved in 30 cc. of water and 
cinchonidine was thrown down by addition of saturated baryta water to 
pH 9.0. The filtrate from cinchonidine was acidified to pH 2.0 with H,SO, 
and then neutralized by agitation with BaCO,; powder, and the supernatant 
liquid after centrifugation was evaporated under a reduced pressure to about 
7cc. To the remaining were added 4 volumes of alcohol and the deposit 
was washed with alcohol and ether and dried at room temperature in a high 
vacuum (P,0;). The crude product obtained (1.44 gm.) was subjected 
repeatedly (4 times) to dissolution in a small volume of water (the insoluble 
part was removed) and precipitation and dried similar to above. 

Water content: 5.652 mgm. substance, 0.713 mgm. H,O (70-75*° under a high vacuum). 
C,,H,.O,;Ba+ 4H,O(577). Cale., 12.4722; Found, 12.50¢¢. 
Ba (Pregl): 3.943 mgm. substance, 1.561 mgm. BaSO,. 
Calc., 23.7492; ‘ Found, 23.29¢.. 

The substance was free from nitrogen (Lassaigne). The naphthore- 
sorcinol and aniline tests for hexuronic acid were given. Molisch 
reagents produced a green zone which changed blue gradually. Hot 
Fehling and Tollens solutions were reduced markedly. The latter 
was reduced, though very slowly, also in the cold. 


Qualitative tests of 2-ketogalactonic acid (tagaturonic acid). 


Its barium salt (CcH,O, ~ +H,0), which was prepared according to 
Kitasato® from galactosone, gave the aniline acetate (for pentose) and 
Molisch (pink) reactions. It behaved toward Fehling and ammoniacal 
silver solutions similarly as glucuronidotagaturonic acid. The dye produced 
with naphthoresorcinol came over readily into ether (dark violet) but hardly 
into benzene. 


Quantitative analysis. 


(1) Their reducing forces on ferricyanide (the procedure of Masa- 
mune,” on the principle of F ujitaand Iwatake) are embodid in Table I. 
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Taste I, 
Quantities of 0.005 n. Ferricyanide Solution Reduced. 





| Ferricyanide sol, 
raiPsr tt ciliate Le td 4) ees ge 
Substance taken | Ferricyanide solu-| grammole x 10-6 

mgm. | tion reduced (cc.) | cc. 

0.1 0.569 

0.3 1.707 | 1.068 


ed i ee 


Analysis 
Substance 





Glucuronic acid 
‘ | 
Barium tagaturonate*--- 


| 
| 
| 
| 


Cinchonidine glucuroni- 
dotagaturonatef si | 0.781 0.750 1.140 


* C,H,O, * oh H,0. t Air dry substance [CisH,s0,,(CygH,,ON,),+ 13H,O}. Cin- 


chonidine was removed preliminarily by alkalinizing a solution of the substance, centrifuging off 
the precipitates and extraction with water-saturated ether. The figure in the column headed 
“substance taken” means the quantity of the substance corresponding to that of the acid on 
which the determination was conducted. 


(2) Iodine consumption (Cajori’*) (Table II). 
Tasre II, 


Iodine Consumption. 





lita ian. is ceed 4 ster ertalaaails scent + ae 
— Substance taken | 0.1 n. iodine sol. | equivalent 
mgm. consumed (cc.) 





{ 
Ghucmsenic:anid: «sm, :<«-' © «is 9,680 1.105 a 1.10 


Barium tagaturonate* --- --- | 9.500 0.0 0.0 
Cinchonidine glucuro- | 
nidotagaturonatet ~~ ~~ 19.525 0.0 0.0 
Barium glucuronido- 
tagaturonatet or oe 9.610 0.0 0.0 


* andt The same asin Table I. { Anhydrous. 


Contrary to glucuronic acid, tagaturonic acid as well as glucuronido- 
tagaturonic acid reduced no iodine, which indicates the absence of free 
aldehyde group in these compounds. 


(3) Furfural yield (Yungburg'’) (Table III). 


TaBcLeE III. 
Furfural Yield. 








Weight taken Furf ural 


Substance 
mgm. 


In % of free acid 

; | taken 
20.0 
Barium tagaturonate | ‘ 
(anhydrous) eee eee | 0.576 ; 31.2 





Gluturonic acid 
Cinchonidine glucuroni- | 
dotagaturonate* 2 i 3.203 26.1 
| 


* Air Gry substance. + Calculation from the glucuronic and tagaturonic acid contents 
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gives 0.260 mgm. If tagaturonicacid in the substanceis assumed as replaced by glucuronic acid, 
the valueis calculated at 0.208 mgm. 


(4) Indole (Dische") and orcinol (a modification of Tillmans and 
Philippi") reactions (Tables IV and V). 


TaBLe IV. TaBLe V. 
Indole Reaction. 


The colorimetricstandard, which was prepared 
with 0.063092 (total conc.) equimolecular 
solution of glucuronic and tagaturonic 
(barium tagaturonate was used) 


. | Total conc. | 

acids, was set at 13.3 mm. re Rees lof solution in Reading 

Toul conc. | terms of free) mm. 

lof solution in|Reading acid (7) | _ 

|terms of free} mm. 0.0232 13.05 
acid (%) Glucuronic acid ;-- 0.0315 9.7 


0.0471 17.8* 0.0472 6.8 
Glucuronic acid --- 0.0630 13.5* 
0.0945 9.8* Barium tagaturon- 0.0234 32.7 


Tagaturonic acid 0.0468 | 18.9% ate (anhydrous) 0.0315 19.6 
barium salt (an- | 0.0625 13.6* 0.0465 


Orcinol Reaction. 


The colorimetric standard prepared with 
0.03122 glucuronic acid solution 
was set at 9.8 mm. 











Substance 








hydrous) |  0,0937 10.9* Glucuronic acid+ | 
Glucuronic acid+ barium tagaturo- 0.0235 
barium tagaturo- 0.0471 23.1 nate (anhydrous) 0.0315 
nate (anhydrous) 0.0630 13.3 (equivalent ratio, 0.0472 
(equivalent ratio, 0.0945 10.2 1:1) 
1:1) } 





Barium glucuroni- 0.0471 | 22.0 Barium glucuroni- 0.0230 
dotagaturonate | 0.0625 14.0 dotagaturonate 0.0335 
(anhydrous) | 0.0945 | 10.3 (anhydrous) 0.0472 


* Approximate values. 


Chondrosin-f-nitrophenylosazone"*. 


200 mgm. of chondridin were taken up in 15 cc. of water and 400 mgm. 
of p-nitrophenylhydrazine hydrochloride and 600 mgm. of crystalline 
sodium acetate were added with 10 cc. of water. The mixture was kept 
on a boiling water-bath for a while to dissolve the hydrazine and sodium 
acetate. The solution obtained was filtered while hot and heated with 0.5 
cc. of glacial acetic acid furtheron for 40 minutes under reflux. Amorphous 
red brown precipitates came out in the meantime. After standing over- 
night the precipitates were collected on a micro Hirsch funnel, and washed 
with water, hot alcohol and ether. Yield, 120 mgm. M. p., about 228°. 
The product was insoluble in hot water. It was hardly soluble in alcohol 
but readily in pyridine. The naphthoresorcinol test for hexuronic acid 
was given. 

Water content: 3.760 mgm. substance, 0.045 mgm. H,O (100-110° under a high vacuum). 


C,,H,,0,,Ne+ 9 0. Cale., 1.4196; Found, 1.2092. 
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N (micro Dumas): 4.007 mgm. substance, 0.456 cc. N, (758.2 mm., 26.8°). 
Cale., 13.2496; Found, 12.93¢¢. 


Barium Salt of Chondrosin-p-nitrophenylosazone™. 


500 mgm. of chondrosin were dissolved in 15 cc. of water, neutrali- 
zed with saturated .baryta water and after addition of 1 gm. of f-nitro- 
phenylhydrazine, as dissolved in 1 cc. of 50% acetic acid, and 1.5 gm. of 
barium acetate, heated on a boiling water-bath under reflux, whereby 
dark brown precipitates (amorphous) came out. After 1 hour the mixture 
was taken off the bath and stood overnight and the precipitates were col- 
lected and washed with 50% acetic acid, water, alcohol and ether. Yield, 
about 170mgm. M.p., 225°C. The product was insoluble in water and 
difficultly soluble in alcohol. It dissolved in pyridine but was not thrown 
down therefrom by addition of ether and petroleum ether together. It gave 
the positive naphthoresorcinol and aniline acetate tests for hexuronic acid. 

Water content: 3.056 mgm. substance, 0.150 mgm. H,O (100-110° in a high vacuum). 
CyHyO,Ne ° +2H,O. Calc., 4.9496; Found, 4.912¢. 
N (micro Dumas): 3.932 mgm. substance, 0.380 cc. N, (758.2 mm., 26.8°). 
Calc., 11.5492 ; Found, 11.222. 

It was also tried to prepare the phenylosazone and p-bromopheny]l- 
osazone, but the products analyzed as demonstrating that they weré a 
mixture of the hydrazone and osazone and the hydrazone respectively. 


Hydrolysis of Glucuronidotagaturonic Acid and 
Separation of the Products. 


(1) Hydrolysis. 4 gm. of the cinchonidine salt of glucuronidotaga- 
turonic acid were taken up in 150 cc. of water, 0.4n. baryta water was added 
to pH 9.0 (25 cc. of the baryta water were required) and neutralized quickly 
by passing CO, gas. The precipitates were separated on a funnel and 
washed, and the filtrate and washings were combined and evaporated under 
a reduced pressure. When the volume of the liquid was decreased to about 
40 cc., it was shaken with acetic ester in order to remove cinchonidine 
perfectly. Barium was precipitated by the use of just a sufficient quantity 
of 1 n. H,SO, and centrifuged off, an equal volume of 2 n. H,SOQ, was added 
and the solution was heated on a boiling water-bath for 4 hours under 
reflux. When cold, saturated baryta water and subsequently barium 
carbonate were added to neutral. Barium sulfate and the excess of barium 
carbonate were separated off on a funnel. The filtrate was concentrated 
to about 4 cc. in vacuo and precipitated with 10 volumes of alcohol. The 
white deposit was collected on a Hirsch funnel, washed with alcohol 
and ether and dried in vacuo (POs) at room temperature. Yield, 1.2 


gm. 
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(2) Probable lyxose-p-bromophenylhydrazone. The filtrate from 
the final deposit in (1) was distilled under a reduced pressure (<40°), The 
syrupy residue was diluted with 2 cc. of water for qualitative assays :— 

a) It reduced Fehling (hot) and Tollens (hot) reagents. 

8) Molisch reagents gave a red ring. 

7) The dye, which was produced with naphthoresorcinol, passed over 

into ether but not into benzene. 

6) The aniline acetate reaction of pentose was positive. 

Since these tests suggested the presence of a pentose, p-bromophenylhy- 
drazine was added, as dissolved in alcohol, to the solution. Amorphous 
precipitates which appeared were separated after one day and washed with 
alcohol and ether. It melted at 156° and gave the naphthoresorcinol and 
aniline acetate reactions similar to above. The shortage of material did not 
allow a further study, but it is thought as lyxose-p-bromophenylhydrazone 
(m.p. 161.5°) in an impure state. 

(3) Brucine salt of glucuronidolyxose. The whole of the substance 
thrown down at the end and dried in (1) was removed, after dissolution in 
20 cc. of water, from barium with just an enough quantity of sulfuric acid 
(1 n. and 0.1 n. H,SO, solutions were employed) and heated with brucine on 
a boiling water-bath to faint alkalinity. Filtered. The filtrate was shaken 
with chloroform to extract off the excess of brucine, condensed by vacuum 
distillation to about 2.5 cc. and stood in an ice chest for two days. 100 
mgm. of crystals (colorless wide needles) were yielded. M.p., 168°. This 
crude product was recrystallized three times from 80% acetone, whereby its 
melting point was raised to 192° (the constant melting point). It reduced 
hot Fehling and Tollens solutions. «-Naphthol and naphthoresorcinol 
tests were positive for both hexuronic acid and ordinary sugar. 

Crystalline water: 3.780 mgm. substance, 0.293 mgm. H,O (100-]10° in vacuo). 
Cua O,Ny* CH, ,On, +35 H,0. Cale., 8.04%; Found, 7.759. 

N (micro Dumas): 3.437 mgm. substance (anhydrous), 0.101 cc. N, (759 mm., 7.5°). 
CyyHyO,Ng* C,H; 50). Calc., 3.8892; Found, 3.57%. 


Aldehyde equivalent!? (Macleod and Robison!); 
8.2 mgm. substance, 0.925 cc. 0.02 n. iodine solution. 


This amount ofiodine corresponds to 0.89 in aldehyde equivalent. 


(4) Brucine salt of tagaturonic acid. From the mother liquid of 
glucuronidolyxose brucine salt began crystals (colorless thick needles) to 
come out on slight condensation in a vacuum desiccator (P05, room temper- 
ature). After one day in an ice chest, they were separated and washed with 
asmall volume of ice-cooled water and ice-cooled alcohol. The yield was 50 
mgm. and the melting point was 158°. After recrystallization three times 
from 80% acetone, it melted at 172-174° (the constant melting point”), and 
when it was mixed with brucine tagaturonate prepared from galactose, no 
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depression of melting point occurred. It showed similar behaviours as the 
barium salt of tagaturonic acid (s. above) not only toward Fehling and 
Tollens solutions but also in naphthoresorcinol and aniline tests. 


Crystalline water: 4.020 mgm. substance, 0.35 mgm. H,O (100-110°in vacuo). 
C,;H,O,N,°C,H,,0,+ 3H,O. Cale., 8.4192; Found, 8.759. 

N (micro Dumas): 3.600 mgm. substance (anhydrous), 0.140 cc. N, (759 mm., 7.5°). 
C,,H,,O,N,*C,H,,O,. Calc., 4.769; Found, 4.7392. 

Optical rotation in water: [*lp= -0.24 x 1.00700/0.00966x 1.003 x 1=-24.5°20. 


(5) Glucuronic acid. 

Crude brucine glucuronate. The syrupy mother liquid of brucine 
tagaturonate was diluted with a small quantity of alcohol and ether was 
added to constant turbidity, whereupon the solution changed slowly into a 
crystalline (needle) paste. Crystals were separated on a micro Hirsch 
funnel with suction and washed with alcohol and ether. Their melting 
point was some 115° and was not elevated by repeated crystallization. 
Yield, about 250 mgm. Hot Fehling and Tollens solutions were 
reduted. The naphthoresorcinol and a-naphthol reactions of hexuronic 
acid were shown. It contained 9.3%, crystalline water (100—-110°in vacuo) 
and 5.02% N. It diverged in melting point and quantity of crystalline water 
astonishingly from brucine glucuronate (m. p., 156-157 °; crystalline water, 
2.97%"), notwithstanding that they were similar regarding qualitative 
respects and nitrogen content. 

Cinchonidine glucuronate*. The product above looked to be a 
mixture of the brucine salt of unhydrolyzed glucuronidotagaturonate (m.p., 
115°; crystalline water, 13%; N, 4.83%)** and brucine glucuronate, which 
are not easily separated from each other because of their being both enor- 
mously soluble in water. Hence 200 mgm. of it were taken and brucine was 
replaced for cinchonidine by the processes: }) dissolution in 1 J cc. of water, 2) 
removal of brucine by the use of a baryta water and chloroform, 3) addition 
of cinchonidine as dissolved in alcohol, after precipitating out of barium 
with an equivalent amount of sulfuric acid, 4) vacuum distillation nearly to 
dryness and dilution with 30 cc. of water, 5) separation of cinchonidine which 
is water-insoluble, 6) shaking with acetic ester and further condensation 
under a reduced pressure to about 2 cc., 7) collection of the crystals appear- 
ing from the solution followed by washing with ice-cooled water and alcohol. 
The crystals (m. p., 188°) were a mixture of those in plate form and those 
in needle form, but when purified fractionatedly only once from three times 
the weight of water, the latter—cinchonidine glucuronate—with a constant 
melting point (192°) were obtained. Yield, about 40mgm. The mixed 
melting point test showed no depression. They reduced hot Fehling 
and Tollens solutions, Goldschmiedt, positive. The naphthoresorcin- 
ol and aniline reactions of hexuronic acid were shown. 
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Crystalline water: 
3.794 mgm. substance, 0.193 mgm. H,O (100-110° in vacuo). 
CisHyON,+CcH,,0,+15 | 14,0. Cale, 5.23%; Found, 5.1122. 
N (mirco Dumas): ; 
2.920 mgm. substance (anhydrous), 0.135 cc. N, (750 mm., 7.0°). 
C,,H,,ON,+C;H,,O,;. Calc., 5.7492; Found, 5.5692 
Optical rotation in water: 
(aIp= —0.61 x 0.99725/0.00825 x 1.000 x l= —73.8°. 


We express a gratitude to the Fotndation for Promotion of Science and 
Industrial Research and the Government Grant Committee for Scientific Re- 
searches of the Education Department for their grants which enabled us to 
carry out this investigation. 
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6.147 mgm. substance (air dry), 0.753 mgm. H,O (70-75° in vacuo). 
(CygHygNgO,)sCy2HO;3+9H,O. Calc., 12.209; Found, 12.2496, 


N {micro Dumas): 3.972 mgm. substance (anhydrous), 0.166 cc. N, (761.5 mm., 16.8°) 


(CisHapN,O,):C)sH) 0,5. Calc., 4.8323; Found, 4.9522. 
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Many batches of the“ salt ’’ mentioned in the heading were farctioned 
and revealed to be mixtures of cinchonidine salts of various non-nitrogen- 
ous acids. These products from chondrosin were not always the same 
with the run of oxidation probably because of slight differences in the 
operations., for instance, in one case, glucuronic acid, formylglucuronic acid 
and glucuronidolyxonic acid(?) were isolated in turn on condensation o 
the solution of ‘‘ cinchonidine salt B” fraction (the amount of chondrosin 
started with was 25 gm. and 2.8 gm. of cinchonidine glucuronidotagaturo- ~ 
nate, 0.5gm. of cinchonidine glucuronate, 0.2 gm. of cinchonidine formyl- 
glucuronate and 0.07 gm. of cinchonidine glucuronidolyxonate (?) were 
yielded) and in another case, the salt of saccharic acid appeared from the 
mother liquid of that of glucuronic acid (20 gm. of chondrosin were used 
and 2.5 gm. of CHOH 
cinchonidine glu- 
curonidotagaturo- CHNRH, | 
nate, 0.5 gm. of HOCH 
cinchonidine glu- d O 
curonate and 0.6 HOCH 
gm. of cinchoni- 


H 
dine saccharate d OH H OH | 
were obtained). Hi er tr wr Ce Pen eer 
The occur- Chondrosin or chondridin® 
rence of the above (Chondrosamine-6-glucuronide) 
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compounds by oxidation is a clear proof of the glucuronide structure 
of chondrosin and at that that of formylglucuronic acid among them leads 
us to allocate the glucosidic union of glucuronic acid to Cy; of chondros- 


amine. 


EXPERIMENTAL. 
Identification of the Oxidation Products. 


Fractionation and recrystallization were made always from water. Of 
the four salts, which were all of the separated, two melted at 191° and the 


others at 198° and 210° severally. 


Cinchonidine glucuronate. 


Colorless needles. M. p., 191°, Hot Fehling and Tollens solutions 
were reduced strongly. Goldschmiedt, positive. Thenaphthoresorcinol 
and aniline acetate reactions of hexuronic acid were given. The mixed 
melting point, 191°. (As regards cinchonidine glucuronate from separated 
glucuronic acid readers are referred to the second report). 


a) Crystalline water: 
4.010 mgm. substance, 0.210 mgm. H,O (100-110° in vacuo). 
* CyHioO;-CigHnON2+1+H,O (515). Cale. 5.2596. 
Found, 5.23”. 


N (micro Dumas): 
4.019 mgm. substance, 0.194 cc. N, (757.2 mm., 28°). 
Calc., 5.434; Found, 5.450%. 
Neutral equivalent: 
11.125 mgm. of the substance were dissolved in 10 cc. of water and 
titrated with 0.05 n. NaOH, taking phenolphthalein as an indicator. 
0.011125 x 1000/0,.425 x 0.05=523. 


d) Optical rotation in water: 
[a], =-0.536 x 3.02125/0.02225 x 1.001 x 1 =-72.7°. 


e) Barium salt of glucuronic acid p-bromophenylosazone. 200 mgm. of the 
cinchonidine salt were taken up in 15 cc. of water, 0.1 n. baryta water added to 
pH 9.0 and the precipitated cinchonidine centrifuged off. The supernatant 
liquid was acidified to pH 3.0 with 0.1 n. H,SO,, then neutralized with barium 
carbonate and filtered. The filtrate (yellowish coloured) was evaported in vacuo 
(<40°) to about 10 cc. and heated on a boiling water-bath with 200 mgm, of 
p-bromophenylhydrazine and 300 mgm. of barium acetate for a while and 
furtheron, after filtering while hot, for 1 hour under reflux. Yellow microscopic 
crystals came out in the meantime. After one day at room temperature, they 
were collected on a micro Hirsch funnel and washed with water, hot alcohol and 


ether. Yield, 90 mgm. M.p., 209.5°. The mixed melting point, the same. 
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a) Crystalline water: 
3.377 mgm. substance, 0.149 mgm. H,O (100-110° in vacuo). 


C,,H,,0,N, oa 15 H,0. Calc., 4.32%; Found, 4.4192. 


8) N (micro Dumas): 
3.431 mgm. substance, 0.276 cc. N, (756.9 mm., 28°). 
Cale., 8.9692; Found, 9.0822. 
y) Ba (Pregl): 
3.110 mgm. substance (anhydrous), 0.592 mgm. BaSO,. 
C,,H,,0,N, = Cale., 11.499; Found, 11.209¢. 
Cinchonidine formylglucuronate. 


Colorless needles. M. p., 191°. The melting point was unmistakably 
lowered when it was mixed with cinchonidine glucuronate. Hot Fehling 
and Tollens solutions were recdued considerably. Cold Tollens solu- 
tion was also reduced, though toa slight extent. Molisch reagents showed 
a green zone which changed blue with time. The naphthoresorcinol (for 
hexuronic acid) and aniline acetate (for hexuronic acid and pentose) tests 
resulted in positive. Schiff reatcion was not given’. 


a) Crystalline water: 
3.168 mgm. substance, 0.101 mgm. H,O (100~110° in vacuo). 
C,Hj9O3-Cig3H22ON2+ HO (534). Calc., 3.37%. 
Found, 3.18 ”’. 
b) N (micro Dumas): 
3.937 mgm. substance (anhydrous), 0.175 cc. Ny (754.8 mm., 20.3°), 
C;HypOg+CigHo20No. Calc., 5.43%; Found, 5.1494. 
c) Neutral equivalent: 0.0200 x 1000/0.372 x 0.1 = 536. 
d) Optical rotation in water: 
[al =-0.73 x 3.0240/0.0310 x 1.000 x 1=-71.2°. 
e) Barium salt. The substance was transformed into barium salt in a 
usual way* and purified. 
«) Ba (Pregl): 
3.437 mgm. substance (anhydrous), 1.443 mgm. BaSO,. 
CHO, Calc., 23.659; Found, 23.60¢¢. 
8) Reduction of HgCl,. 

As will be illustrated in Table I the substance reduced mercuric chloride in a faintly acid 
solution (pH 5,2-5.4) at 30°, resembling formic acid but diverging from ordinary sugars and 
aldehydes, Of the possible oxidation products of chondrosamine (s. the fourth report) 
other than tagaturonic acid, which was already discussed, sugars possessing either glucosidic 
OH or aldehyde group are excluded, because of not giving the above reaction, to be the 
rest bound here with glucuronic acid, and carboxylic acids, formic and carbonic acids excepted, 
are for the positive Fehling and Tollens reactions of the substance. Carbonic acid, 
that is devoid of reducing force, may be cleft off under the conditions of the assay above, 
but even though the component be carbonic acid, the liberated glucuronic acid can not 
reduce mercuric chloride at an acid reaction. In short, the rest in question is formyl. It is 
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regarded here, as justified from similar examples, that formic acid is freed gradually to reduce 
mercuric chloride. 
r) Iodine consumption (Cajori). 

12.00 mgm. of the substance (anhydrous) reduced 0.762 cc. of 0.1 n. iodine solution- 
This quantity of iodine corresponds to 0.922 aldehyde equivalent of glucuronic acid present 
in the substance. The occurrence of hydrolysis by alkali is reasonably accepted for formylglu- 
curonic acid in contradistinction to glucosides. Formic acid does not use iodine. 


TaBLeE I. 
Reduction of HgCl,* 


Each of the substance was dissolved in | cc. of water and 0.2 cc. of sat. HgCl, sol. 
was added, To bring pH to7.0and 1.2, 0.1 n. NaOH 
and 0.1 n. HCl were used respectively. 





| Amount | 
| taken (salts | 
lare expresséd| pH 7.0 pH 5.4-5.2 pH 1.2 
Substance | inthe || 
| amounts of | 
their free |—,—-x Sorry $< | > 
lant 3-3° | 3U” 100° , 3-5° ; 30° ; 100° | 30° |; 100° 
5 Sos __Aeids)(mgm-) 24h, | 24h. 40min, 24h. | 24h. 40min.) 24h. |40min. 
Sodium formate--- --- | 3.65 + + | — | | +] - 
Arabinose tes ‘ae fee 20.0 eee ~~ par ls Ae 
Glucuronic acid--- --- 14.75 | 
Glycolaldehyde --- --- 450 | + + was sa 
Barium formylglu- | 
curonate (anhydrous) | 18.50 | + + | ; — | +f] 


} } ’ 


| 

| 

} | | 

- i hot 
} 


| 


* The precipitates which appeared were in each case proved to give NH,Hg,Cl with NH;. 
+ The substance reduced less mercuric chloride than did formic acid. 


Cinchonidine glucuronidolyxonate (?) 


Colorless thin needles. M. p., 198°. Hot Fehling solution was not 
reduced. The naphthoresorcinol and aniline acetate tests for hexuronic 
acid were shown. 

a) Crystalline water: 
3.270 mgm. substance, 0.156 mgm. H,O (100-110° in vacuo). 
CrrHisO1e(CigHsONs)2+2-4-H20(975). Cale., 4.6096. 
Found, 4.77”. 
b) N (microDumas): 
3.032 mgm. substance (anhydrous), 0.164 cc. Ne (757.5 mm., 26.8°). 
Cy,HjgO12(CypgH2ONe)o. Calc., 6.02%; Found, 6,209. 
c) Neutral equivalent: 0.01900 x 1000/0.797 x0.05=477. 
d) Optical rotation in water: 
[a] =-0.61 x 3.00940/0.02333 x 1.004 x 1 =-78.4°. 


e) Barium salt. It was prepared in a usual way‘ and purified. 
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Ba (Pregl): 
3.320 mgm. substance (dried at 70-75° in vacuo), 1.619 mgm. BaSQ,. 
Cy Hy012Ba. Calc., 28.72% > Found, 28.71 %. 


Cinchonidine saccharate. 


Colorless thin needles assembling in bundle. M. p., 210°. Neither 
Fehling solution nor Tollens solution was reduced. It did not give the 
naphthoresorcinol reaction. 

No depression of melting point took place, when the substance was 
mixed with cinchonidine saccharate’ prepared from glucose. 


a) Crystalline water: 
3.774 mgm. substance, 0.268 mgm. H,O (100-110° in vacuo). 
C,HiOs(CioHaxON2)2 +3, H;0(861). Cale. 6.662. 
Found, 7.09”’. 
b) N(microDumas): 
3.757 mgm. substance (anhydrous), 0.234 cc. Nz (758 mm., 27°). 
CH Os (CypHa2ONe)e. Calc., 7.0194; Found, 7.07%. 
c) Neutral equivalent: 
0.01790 x 1000/0.407 x 0.1 =439. 
d) Optical rotation in water: 


[a]?”* —-0.68 x 3.01600/0.02079 x 0.998 x 1 = -98.8°. 


Parts of the expenses of this work were defrayed by a grant from the 
Foundation for Promotion of Science and Industrial Research and that 
bestowed by the Grant Committee for Scientific Researches of the Educa- 
tion Department, which is gratefully acknowledged. 
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Biochemical‘ Studies on Carbohydrates. 
LXXXVI, Chondrosin. 


Sixth Report. 
Primary Oxidation- and Reduction-Products of 
Chendrosin and N-Acetylchondrosin. 


By 


Tetu Kobayasi. 
(Vp tk T >) 

(From the Medico-Chemical Institute, Tohoku 
Imperial University, Sendai. Director: 
Prof. H. Masamune.) 

(Received for publication, May 11, 1943) 





Oxidation by bromine of chondrosin and N-acetylchondrosin ethyl- 
ester gave “ chondrosinic acid ” (glucuronidochondrosaminic acid) and N- 
acetylchondrosinic acid. * Chondrosinite ” (glucuronidochondrosaminol) 
and N-acetylchondrosinite were prepared from chondrosin and N-acetyl- 
chondrosin by the use of calcium amalgam. As a product from chondrosin 
was separated in the Jatter case glucuronic acid besides, reminding us of 
Levene and La Forge’s reduction method by which they could demonst- 
rate the presence of this acid in chondrosin for the first time.’ Furthermore, 
since the aldehyde equivalent (iodine use) of acetylchondrosin was found 
about 2.0, the molecular wieght of chondroitinsulfuric acid (acid sodium 
salt) is assumed to reach beyond 20,000 in Masamune and Osaki’s 
calculation®. 


EXPERIMENTAL. 


Chondrosin and N-acetylchondrosin ethylester were prepared ccord- 
ing to Hebting* and toMasamune, Hiyama and Kobayasi* respec- 
tively. N-acetylchendrosin was obtained by hydrolysis of the latter. 


(1) N-Acetylchondrosin, 
Barium salt. . 
221 mgm. of N-acetylchondrosin ethylester were taken up in 4 cc. of 
water and after addition of 2 cc. of 0.313 n. baryta water, stoed at OC for 
24hours. Then 0.1 n. sulfuric acid was added to neutralize the solution 
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(indicator, bromothymolblue). The quantity of the acid which was required 
showed that 97.5% acetylchondrosin had been liberated. The supernatant 
liquid after centrifugation was condensed to about 2 cc. by distillation at 
a low temperature (<40°) and 20 cc. of acetone were added. The deposit 
was washed with alcohol and ether and dried in vacuo (POs) at room tempe- 
rature. 

The white.amorphous powder amounting to 210 mgm. was reprecipi- 
tated twice from a little volume of water and after washing similar to above, 
dried in vacuo at first at room temperature and afterwards at 70-75°. 

It was very hygroscopic and very soluble in water and reduced hot 
Fehling and Tollens solutions. The naphthoresorcinol test for hexuron= 
ic acid resulted in positive. 


Analysis. 
Ba (Pregl): 4.156 mgm. substance, 1.070 mgm. BaSO,,. \ 
B 
C,,H,0,,N Zz Calc., 14:79; Found, 15.152é. 
N (micro Dumas): 4.475 mgm. substance, 1.15 ce. N, (762 mm., 19.8°). 
Calc., 3.0122; Found, 3.0022. 
CH,CO (H. Suzuki): 7.06 mgm. substance, 0.602 mgm. CH,CO. 
Calec., 9.2592; Found, 8.5892. 


Aldehyde equivalent (Cajori): 
8.80 mgm. of the substance reduced 0.790 cc. of 0.1 n. iodine solution, so the aldehyde 
equivalent is calculated at 2.05. 
NH,-N was not present (micro Van Slyke). 

Cinchonidine salt. 220 mgm. of the barium salt were dissolved in 10 
cc. of water. Barium was removed with just a sufficient quantity of sulfuric 
acid (1 n. and 0.1 n. sulfuric acid solutions were employed), 250 mgm. of 
cinchonidine in alcohol were added, and after condensation nearly to 
dryness and addition of about 10 cc. of water, the excess of cinchonidine was 
separated offonafunnel. The filtrate and washing were further condensed 
together (vacuum distillation) to about 1.5 cc., whereupon crystallization 
in microscopic needle began to occur. On the next day the crystals were 
collected, washed with ice-cooled water and with alcohol. They were re- 
crystallized from water. Yield, 120mgm. M. p., 188.5-189°. 

Analysis. 
Crystalline water: 4.012 mgm. substance, 0.243 mgm. H,O (100-110° in vacuo). 
C.HyOy,N+C,,H,,ON, +2 H,0: Cale., 6.1192; ° Found, 6:05. 
N (micro Dumas): 3.692 mgm. substance (anhydrous), 0.196 cc. N, (755.3mm., 21.8°). 
C,,H,,0,,N+C,,H,,ON,. Calc., 6.0792; Found, 6.1022. 
CH;CO (H. Suzuki): 8.672 mgm. substance, 0.477 mgm. CH,CO. 
. Cale., 5.8492; ~ Found, 5.3522. 
NH,-N was not present (micro Van ~“Slyke). 
Optical rotation in’ water. | 
[2]7; °=-0.38 x 3.002/0.01650 x 0.999 x 1=-69.2°. 
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(2) Chondrosinic Acid and N-Acetylchondrosinic Acid. 
Chondrosinic Acid. 


Crude barium salt. 1 gm. of chondrosin in 30 cc. of water was stood 
under occasional shaking with 0.7 cc., a larger quantity than the calculation, 
of bromine as stoppered in a 100 cc. flask at room temperature (23-25°). 
After the lapse of 3 weeks®, the excess of bromine was removed by aeration, 
hydrobromic acid with lead carbonate, and finally lead with H,S. The 
solution (acid) obtained was condensed at a low temperature at first to 
about half the volume, and after neutralization with barium carbonate and 
filtration, furtheron to about 4cc. White precipitates appearing on addi- 
tion of 5 volumes of alcohol were collected and washed with alcohol and 
ether. The amorphous powder (560 mgm.) was very easily soluble in water. 
It reduced Fehling solution, though not markedly. N was detected 
(Lassaigne). It contained barium less than the theoretical. 


Ba (Pregl): 
4.326 mgm. of the substance dried (100-1 10° in vacuo) gave 1.829 mgm. of BaSO,. 
C,,H,,O,,NBa. Calc., 27.0722; Found, 24.942. 


Cinchonidine salt. 500 mgm. of the barium salt were taken and 
barium was replaced with cinchonidine by the procedure adapted in (1). 
The crude product weighed 200 mgm. and melted at 166° under gas 
evolution. It was soluble in water and insoluble in alcohol and ether. 
F ehling and Tollens reagents were not reduced at all. The naphthore- 
sorcinol and aniline acetate reactions of hexuronic acid were given. Hav- 
ing been recrystallized twice from water, it showed a constant melting 
point (177-178°) and analyzed: 

Crystalline water: 3.512 mgm. substance, 0.063 mgm. H,O (100-110° in vacuo). 
C,H; 0,;,N(C,,H,,ON,),+H,O(977).  Cale., 1.8496; Found, 1.799¢. 
N (micro Dumas): 3.073 mgm. substance, 0.195 ec. N, (756.4 mm., 21°). 
Cale., 7.1796; Found, 7.329 
Neutral equivalent: 
5.860 mgm. of the substance were dissloved in 10 cc. of water and titrated with 0.05 n. 
NaOH, taking phenolphthalein as an indicator. 0.246 cc. of the alkali was required. 
0.005860 x 1000/0.246 x 0.05= 475. 
Optical rotation in water: 
[<] 5° =-0.67 x 3.00355/0,01800 x 0.999 x L=-111.3°. 


N-Acetylchondrosinic Acid. 
Barium salt. 
N-acetylehondrosin ethylester* was taken as a material. 500 mgm. of it 
were dissolved in 20 cc. of water ane stood with bromine (0.6 cc, in total 
—0.2 cc. was added every week) for 3 weeks’ bid temp., 17-21°) under 


frequent shaking. 
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The remaining bromine and occurting hydrobromic acid were taken 
off and the barium salt precipitated asim the case of chondrosinic acid, 
The white powder (265 mgm.), that was obtained, reduced hot Fehling 
and Tollens reagents only with difficulty. The naphthoresorcinol and 
Goldschmiedt tests for hexuronic acid were positive. Nitrogen was 
detected (Lassaigne), but no nitrogen gas was evolved by Van Slyke 
procedure. It contained barium (calculated from the quantity of sulfuric 
acid requisite to precipitate out all the barium) as much as corresponds to 
acetylchondrosinic acid. 

Cinchonidine salt. 230 mgm. of the barium salt were changed into 
the cinchonidine salt similar to above by using 600 mgm. of this alkaloid. 
Recrystallization was carried out twicefrom water. Yield, 170mgm. M. 
p-, 175°. It showed the positive naphthoresorcinol and Goldschmiedt 
resactions of hexuronic acid but reduced neither hot Fehling solution nor 
hot ammoniacal silver solution. 

Analysis. : 
Crystalline water: 3.263 mgm. substance, 0.138 mgm. H,O (100—110° in vacuo). 
C,,H,,0;sN(C,,H,,ON,),+2H,O.  Cale., 4.279; | Found, 4.23¢é. 
N (thicto Duthas): 3.050 mgm. substance (anhydrous), 0.189 ¢c. N, (757.5 mrmi., 26.8°). 
GFA yO,gN(C,yH ON) ;- Callc., 6.982 ; Found, 7.0794; 
Newtral equivalent: 0.012832 x 1000/0.513 x 0.05=515. 
Optical rotation in wanes. 
[a}7, =-0.58 x 3,00665/0.01925 x.0.999 x.1=-90.6°. 


(3) Chondrosinite and N-Acetylchondrosinite. 
Chondrosinite and Glucuroni¢c Acid. 


1 gm. of chondrosin was taken up in 40 cc. of water (in a 150 ce. round 
bottom flask) and immersed in ice, and under agitation fresh 3% calcium 
amalgam was added in small portions. During the whole course CO; gas 
was passed to maintain the solution faintly alkaline. CaCO, and, mercury 
were separated off on a Biichner funnel occasionally. The solution show- 
ed a reducing force on F eh ling solution even when 200 gm. of the amalgam 
had been employed. The reaction was stopped at this stage and the solu- 
tion was filtered and evaporated to about 2 cc: under a reduced pressure. 
The substance thrown down by the aid of 20 ce. of alcohol was collected, 
washed with alcohol and ether and dried in vacuo (P,O;)._ The amorphous 
white powder weighed 400 ingm. Lassaigne test for nitrogen and the 
naphthoresorcinol and aniline acetate tests for hexuronic acid were positive. 
It teduced hot Feh ti ng arid Toll ers solutions to about half the extent as 
chondrosin. 

Thecinchonidime salt was prepared from 350 mgm. of the crude calcium 
salt above. These were dissolved in 10 cc. of water and calcium was pre- 
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cipitated out with just an equivalent quantity of oxalic acid. Cinchonidine 
applied was 500 mgm. The crude cinchonidine salt (colorless needles; 100 
mgm.), which was obtained, reduced hot Fehling solution faintly and 
melted at 184°, After recrystallizing twice from water it melted at 194,5- 
195.5° (the constant melting point) and possessed no longer any reducing 
force. The naphthoresorcinol and aniline acetate reactions of hexuronic 
acid were given. 
Analysis. 
Crystalline water: 3.945 mgm. substance, 0.115 mgm. H,O (100-110° in vacuo). 
C,,H,,O;,N-C,,H,ON,+ H,O(669). Cale., 2.6996; Pound, 2.9122. 
N (micro Dumas): 3.820 mgm. substance, 0.200 cc, N, (754.4 mm., 22°). 
: Calc., 6.27%; | Found, 6.0192. 
Neutral equivalent: 0.00342 x 1000/0.099 x 0.05=643. 
Optical rotation in water, 
" [a] °=-0.10 x 2.9929/0.00512 x 0.999 x 1=-58.4°. 


On condensation of the mother liquid of chondrosinite cinchonidine 
salt in a vacuum desiccator (P,O;) came out crystals* slowly in the form of 
soft thin needle. After standing in air overnight, they were collected and 
washed with ice-cooled water and ice-cooled alcohol. Yield, 40 mgm, The 
product melted at 180° and showed an intensive reducing force on Fe hling 
solution and the colour reactions of hexuronic acid. But two times recry- 
stallization from water raised its melting point to 191° and the mixed melting 
pointtest showed that it was identical with cinchonidine glucuronate 
(Masamune, Hiyama and Kobayasi‘). 

Analysis. 
Crystalline water: 3.000mgm. substance, 0.150mgm. H,O (100-110° in vacuo). 
C,H,,O,+C,,H,,ON,+! ; H,O(513).  Cale., 5.259; Found, 5.0024. 
N (micro Dumas): 2.819 mgm. substance (anyhdrous), 0.147 cc. N, (754.4 mm., 22°). 
C,H,,0,+C,,H,,ON,. Qale., | 5.74%; Found, 5.99%. 
Neutral equivalent. 0.014356 x 1000/0.287 x 0,1 = 500. 
Optical rotation in water. 
(a7) =-0.27 x 0.90369/0.00325 x 1.001 x 1 =-75.0°. 


N-Acetylchandrosinite. 


600 mgm. of the barium salt of N-acetylchondrosin were treated 
similarly as above. 100 gm. of the amalgam were used. The amount of 
the produced crude salt reached only 80 mgm. It reduced hot Fehling 
and T ollens solutions but faintly. ‘The naphthoresorcinol test for hexuro- 
nic acid was positive. Nitrogen (Lassaigne) was present but no amino- 
nitrogen (Van Slyke). 

64 mgm. of the substance above were taken to prepare the cinchonidine 
sait. Cinchonidine used was 100 mgm. The solution, which had been 
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removed from the excess of the alkaloid, was evaporated to about 1 cc. On 
standing, colorless crystals in thick needle came out of it in a little while. 
After one day, the crystals .were,separated and washed with alcohol. 25 
mgm. of the twice recrystallized (from water) substance were yielded. 
M.p., 185.5-186° (the melting point was not elevated by further recry- 
stallization). Fehling solution was not reduced at all. The naphthore- 
sorcino] reaction of hexuronic acid was shown. 
Analysis, 
+ Crystalline water: 3.165 mgm. substance, 0.199 mgm. H,O (100-110° in vacuo). 
C,,HyO,,N + CisHy,ON, +25 H,O. Cale., 6.09%; Found, 6.0224. 
N (micro Dumas): 2.941 mgm. substancé (anhydrous), 0.149 cc. N, (759.8 mm., 24.9°). 
C,,H,;0,,N+C,,H,,ON,. Calc., 6.0622; Found, 5.802. 
Optical rotation in water. : 
[a]p = -0.155 x 2.9948/0.008440 x 0.998 x 1=-55.1°. 


From the mother liquid appeared colorless crystals in needle. The 
substance reduced Fehling solution and, after recrystallizing twice (th 
yield, 15 mgm.), melted at 187-188°, which nearly accords with the melting 
point of the cinchonidine salt of N-acetylchondrosin started with. The 
mixed melting point with this salt was the same®. The substance showed a 
similar reducing force as before the purification. 

We were enabled to carry out these experiments by a grant from the 
Foundation for Promotion of Science and Industrial Research and that 
bestowed by the Grant Committee for Scientific Researches of the Educa- 
tion Department, which is gratefully acknowledged. 
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Uber die Impedanz des Kopfes und ihre Bedeu- 
tung fur die Auswertung des EEG. 
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(Aus dem II. Institut fiir Physiologie der Kaiserlichen 
Tohoku Universitat 'zu Sendai. Vorstand: 
Prof. Dr. K. Motokawa) 

(Received for publication, September 15, 1943) 


Einleitung. 


Man fihrt die Elektrenkephalographie beim Menschen durch die 
Kopfschwarte aus, wobei die Erscheinungsweise des EEG durch die Impe- 
danz der Kopfshwarte mehr oder weniger stark beeinflusst wird. Da die 
Impedanz im allgemeinen von der Frequenz des Stroms abhangt, miissen 
die Hirnstromwellen verschiedener Frequenz, wie z. B. a, 8 und é bei der 
Elektrenkephalographie durch die Kopfschwarte in anderen Gréssenver- 
haltnissen als innerhalb des Gehirns in Erscheinung treten. Streng genom- 
men, diirfen wir ohne Kenntnisse iiber die Impedanz des Kopfes die ver- 
schiedenen Elemente des EEG insofern nicht einmal miteinander verglei- 
chen, als das Hirnpotential durch die Kopfschwarte abgeleitet wird. Um 
das EEG richtig auswerten zu kénnen, muss man daher in erster Linie die 
Frequenzabhangigkeit der Kopfimpedanz experimentell feststellen und die 
Korrektionsfaktoren fiir die verschiedenen Wellenarten des EEG bestimmen. 

Die Impedanz, der menschlichen Haut ist yon Gildemeister’, 
Einthoven u. Bijtel®, Hozawa® u.a, eingehend untersucht worden, 
aber ihre Versuche erstreckten sich niemals auf so niedere Frequenzen wie die 
der Hirnstréme und wurden unter anderen Versuchsbedingungen als bei der 
Elektrenkephalographie ausgefiihrt, so dass ihre Ergebnisse fiir die Entschei- 
dung vorliegender Frage kaum nutzbar sind. , Wir haben daher die Kopf- 
impedanz unter ein und denselben Versuchsbedingungen bis zu hinreichend 
niederen Frequenzen verfolgt und ihre Frequenzabhangigkeit festgestellt. 


Versuchsmethodik. 
1. Eine Methode fiir die Erzeugung der Sinussch- 
wingungen niederer Frequenzen. 
In Anbetracht, dass sich Sinuswellen hinreichend niederer Frequenz 
kaum mittels eines Réhrenschwingungserzeugers ermitteln lassen, wurde 


89 














90 K. Motokawa und K. Iwama 


eine geeignete Wechselstromquelle mittels einer Photozelle und eines Ver- 
starkers in folgender Weise konstruiert: Die Versuchsanordnung ist in Abb. 
1 schematisch dargestelit. 

Ein platter Kreisel (K) mit einem sinusférmig ausgeschnittenen Rand 
wurde zwischen einer Lichtquelle (Q) und einer Photozelle (P) mit einer . 
konstanten Geschwindigkeit getrieben, so dass die in die Photozelle einfall- 
ende Lichtmenge mit der Zeit sinusartig schwankte. Die so entstandenen 
periodischen Schwankungen des photoelektrischen Stromes wurden mittels 
eines dreistufigen V erstakers verstarkt und dem Briickensystem fiir Impedanz- 
messung zugeleitet, wobei der Ausgang des Verstarkers induktiv gekoppelt 
wurde, um die Gleichstromkomponente auszuschliessen. 

Der Kreisel wurde in der Weise ausgeschnitten, dass sich der Abstand 
seines Randes vom Zentrum r nach der Beziehung r=7-+-a sin n@ mit dem 
Drehungswinkel # verandert, wobei fo und a je eine positive Konstante und n 
eine positive ganze Zahl sind. Bei dieser Anordnung brachte je eine Drehung 
n Schwingungen des photoelektrischen Stromes mit sich. Als Lichtquelle 
wurde eine Glihlampe mit einem einzigen geradlinig gestreckten Faden 
benutzt, wobei die Langsaches des Fadens in der Richtung eines Halbmessers 
des Kreisels eingestellt wurde. 

Das Bild des Gliihfadens wurde mittels einer Linse auf dem Rand des 
Kreisels in der Weise abgebildet, dass die Lange des Bildes iber die Sch- 
wankungsbreite des Randes, namlich 2a hinausreichte. 

Als Voraussetzungen fiir die reine Sinusschwingung gelten noch fol- 
gende Vorsichtsmassregeln: 1. Die Drehungsgeschwindigkeit des Kreisels 
muss gleichmassig genug sein, was bei unseren Untersuchungen durch 
Anwendung der Drehvorrichtung eines Grammophons befriedigend erfiillt 
‘wurde, 2. die ganze Lange des Fadenbildes muss in die Photozelle auf- 
genommen werden, 3. es muss nur innerhalb der linearen Portion der 
Kennlinie der Photozelle gearbeitet werden und 4. fiir die Verstarkung dés 

‘ photoelektrischen Stromes muss ein Gleichstromverstarker bzw. ein Wider- 
stand-Kapazitat-gekoppelter mit einer getifigend grossen Zeitkonstanten 
angewandt werden. 

Wir benutzten fiir den Frequenzbereich iber 50 Hz auch einen Réhren- 
schwingungserzeuger von Yokogawa und wahiten die Stromstarke immer 
so schwach, dass die ee des ~~ gar keine Empfindung 
hervorrief. J9 


aT 


2. Impedanzmessung. 


Die Versuchsanordnunug ist in Abb. | schematisch dargestellt. Wie 
daraus ersichtlich, waren ein Vergleichswiderstand und ein variabler 
Kondensator in Reihe in einem Arm der Briicke geschaltet, und im gegen- 








Impedanz des Kopfes.afd ite Bedeutung fiir die Auswertung des EEG 9] 








r- iiberliegenden Arm lag das 




















b. Versuchsobjekt, wahrend die 
anderen beiden Arme aus 
id einem Messdraht mit einem 
cr . gleitenden Kontakt bestanden. 
1- Als Indikator kam ein Katho- 
n denstrahloszillograph mit einem 
Is ait a vierstufigen Verstarker zur Ver- 
Z wendung. Méittels dieser An- 
It hi ordnung liessen sich Wider- 
v stande und Kapazitaten be- 
d kannter Grdésse mit befriedigen- 
n der Genauigkeit wiederfinden, 
n sodass die in derartigen Ver- 
~ suchen vielfach angewandte, 
c etwas lastige Hilfsschaltang von 
n % Wagner® bei unseren Unter- 
5 


“hey suchungen nicht zu Hilfe ge- 
; nommen wurde. 
‘ : a Die Elektroden bestanden 
wees aus Silberplatten von etwa 5 x 5 
nim’; die auf Hinterhaupt und 
Stirn der elektrisch gut isolier- 
phi ten Versuchsperson  mittels 
| eer ear Kochsalzpaste geklebt und mit 
Heftpflaster fixiert wurden, wie 
cor Dilpeapee bei der Elektrenkephalographie. 
fil Aaneneim Tex, Sis die dusamse! dictadaahe 
Bérthrung érzielen zu kérmen, brauchte man nur, insbesondere fiir behaarte 
Teile des Kopfes, die iti Frage stehende Stelleder Haut im einer Ausdehnung 
von etwa 2 2 cm? mit reichlicher Paste zu s¢hmicren und die Elektroden in 
die Paste einzubetten. Es sei bemherkt, dass sich unsere Messungswerte der 
Kopfimpedanz immet atif'diesen Zustand der Elektroden, aber nicht, wie 
tiblich, auf die Bettthratgsflache von | cm? beziehen. 




















Versuchsergebnisse. 


1. Impedanzdiagramme des Kopfes. 


Wir wollen die Impedanz des Kopfes durch cin aquivalentes Modell 
darsteflén, das ¢inen Widerstand Ry und eine Kapazitét Cy in Reihe 
enthiilt, tind dieses Modell der Einfachheit halber als Serienmodell bezeich- 
nen (Abb.2 A). Messutigswerte fiir das Serienmodell sind beispielsweise 














(C) 
Abb, 2. 
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(2) 
Modellmassige Darstellung des 
menschlichen Kopfes als Leiter. 


Ro 


Co 


(A) 


(A): Serienmodell, bei dem R, einen von der Frequenz 
abhangigen Widerstand und C, eine mit der Frequenz 


variable Kapazitat bedeutet. 


(B): Parallelmodell, bei dem Round C ein variabler 
Widerstand resp. eine veranderliche Kapazitit sind, 
wahrend r und W je einen von der Frequenz un- 


abhangigen. Widerstand bedeuten. 


(C): Modell fiir die Elektrenkephalographie des Men- 
schen. R, C, rund W haben dieselbe Bedeutung wie 
oben, 


GW: Gitterwiderstand des Verstarkers, 


TABELLE I, 


( Serienmodell). 


I,: Hirnstréme, und S: Hirnstromquelle im Gehirn. 


Impedanz und ihre Komponenten des menschlichen 
Kopfes bei der Elektrenkephalographie 





50,000 
30,000 
10,000 
8,000 
5,000 
2,500 
1,000 
700 
500 
300 
170 
100 
60 

25 

12 

















239 
246 
320 
340 
430 
700 
1,540 
1,960 
2,740 
4,300 
6,800 
9,500 
13,600 
18,500 
19,500 


Frequenz | Widerstand | 
N in Hz R, in Ohm | C, in pF 


| 


| 
| 
| 
| 
| 





Kapazitat 


0,027 
0,030 


Impedanz 
in Ohm 


ESR 3 


937 
1,660 
3,390 
3,990 





5,120 
7,250 
10,470 
12,390 
15,780 ° 
19,290 
19,930 


in Tabelle I'wiedergegeben. 
Wie daraus hervorgeht, neh- 
men Widerstand, Kapazitat 
und Impedanz mit abneh- 
mender Frequeénz stetig zu, 
und in der Nahe der Hirn- 
stromfrequenzen wie 12-25 
Hz liegen die Werte der Im- 
pedanz und des Wider- 
standes miteinander sehr 
nahe, was darauf hinaus- 
geht, dass der Blindwider- 
stand oder die Reaktanz in 
disem Frequenzgebiet sehr 
klein ist. 

Cole® ist der erste, 
welcher uns darauf auf- 
merksam gemacht hat, dass 
sich die Impedanz_ver- 
schiedener organischer Ge- 
webe wie Haut, Muskel und 
Nerven durch einen Kreis- 
bogen darstellen lasst, wenn 
der Widerstand und die 
Reaktanz des Serienmodells 
als Abszisse resp. als Ordi- 
nate aufgetragen werden, 
und dieses Verhaltnis ist bei 
unseren Untersuchungen 
villig bestatigt worden, wie 
aus. Beispielen in Abb. 3 
ersichtlich ist... Nach Cole 
und Lida® findet eine Ab- 
weichung yon der obigen 
Gesetzmassigkeit immer fiir 


yhéhere Frequenzen wie z. 


B. iiber 1000 Hz derart statt, 
dass der Kreisbogen in 
diesem, Frequenzbercich 
einer linearen Bezichung 


, Platz macht, . Wenn sich 


diese Abweichung bei. un- 
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seren Untersuchungen nicht so stark geltend machte, so liess sie sich doch mit 
Sicherheit nachweisen. Die lineare Beziehung zwischen Widerstand und 

’ Reaktanz wurde von Gildemeis- 
ter”, Hozawa””? u.a. bei der Haut 
des Menschen und des Frosches fest- 
gestellt und als Gesetz des kon- 
stanten Phasenwinkels bezeichnet, 
denn das Verhiltnis des..von der 
Frequenz abhangigen Anteils des 














ip Widerstandes, namlich Ryp—w zu 
pr — mC der Reaktanz 1/2xNC) ist der Kotan- 
Jous ap * gente des Phasenwinkels gleich und 
gt OL konstant, wobei w den von der 
Ly 2 Frequenz unabhangigen Anteil des 
Ya oe «=Widerstandes bedeutet und dem 


Widerstand fiir N= gleichzusetzen 
ist. Diese Gesetzmassigkeit bewirkt 
% eine weitgehende Vereinfachung des 
Sachverhaltes und ware von grosser 
elektrophysiologischer Bedeutung, es 
sei denn, dass ihre Giiltigkeit auf 

, ASS a . _.. héhere Frequenzen beschrankt ist. 
f a iy Fe Es erhebt sich nun die Frage, 
Abb. 3. Impedanzdiagramme des men- Warum das Gesetz des konstanten 
schlichen Kopfes. Als Abszisse ist peeing Phasenwinkels fur niedere F requen- 
; Pr tigad adanalggy ay dasa bei. Zn seine Gultigkeit verliert. Die An- 
gegebene Werte bezichen sich auf die nahme des Serienmodells kann dafiir 
Frequenz. g ist der Phasenwinkel des verantwortlich sein, denn es ist zu 
ae einfach, um verschiedene Leitereigen- 
schaften organischer Gewebe einwandfrei darzustellen. Man hat also ver- 
sucht, die organische Impedanz durch ein é¢twas komplizierteres Modell zu 
ersetzen, bei dem ein von der Frequenz abhangiger Widerstand R und eine 
variable Kapazitat C in Reihe geschaltet und in der Weise mit einem kon- 
stanten Widerstand r kurzgeschlossen sind, dass es auch fiir einen Gleichstrom 
leitfahig zu sein vermag (s. Abb. 2.B!). Bei diesem Modell, welches einfach- 
heitshalber als Parallelmodell bezeichnet sei, erhalt man fiir eine unendlich 
hohe Frequenz den von der Frequenz unabhangigen Widerstand W, wel- 
cher praktisch aus dem erwahnten Impedanzdiagramm durch Extrapolation 
zu _ermitteln ist, wenn man annimmt, dass die variable Impedanz R-C fiir 
N= verschwindet. Andererseits kann man fir eine unendlich niedere 
Frequenz die Summe (W-+-7) erhaltén, welche durch den rechten Kreuz- 
punkt des Impedanzdiagramms mit der Abszissenachse ausgedriickt wird. 
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Werden die Werte yon W und 7 in dieser Weise bestimmt, so lassen 


TABELLE ITI. 


Giiltigkeit des Gesetzes des konstanten 
Phasenwinkels fiir die Impedanz des Kopfes bei 
der Elektrenkephalographie des Menschen 
(Parallelmodell). Der Wert von 1 im 
Parallelmedell wurde gleich 
21,650 Ohm geseizt. 

F requenz . ene 
Bah Hs in Ohm, Cingn F 
50,000 | 283 | 0,27 

30,000 , 34,5 | 
10,000 100 | 





|Kapazitit, Cot @: 
Ginn F| 2eNCR 








| 0,24 
0,030 | 0,20 
| 


0,034 0,21 
0,22 


0,038 | 0,23 


| 
8,000 124 | 0,035 
5,000 | 189 
2,500 390 | 0,040 | 0,25 
1,000 920 | 004 | 0,27 
1,200 | 0,057 | 0,30 
1670 | 0058 | 0,31 
1990 | 0066 | 025 
2600 | 0073 | 0,21 
| 0,092 | 0,30 
| 0094 | 027 
| 0105 | | 0,21 
| 0,152 | 0,81 


5,100 
7,620 
12,620 
12 27,200 


sich die Komponenten R und C der 
variablen Impedanz aus bekannten 
Werten von Ro und Cy beim Serien- 
modell ohne Schwierigkeit ermitteln, 
indem die beiden Modelle miteinan- 
der Aquivalent gesetzt werden. Die 
so berechneten Werte von R und C 
sind in Tabelle II wiedergegeben, in 
der auch die Werte der Kotangente 
des Phaserfwinkels, namlich 2x NCR 
angegeben sind. Wie daraus hervor- 
geht, sind diese Werte, unabhangig 
von der Frequenz, annahernd kon- 
stant, was darauf hinaus fiihrt, dass 
der Phasenwinkel der variablen Im- 
pedanz im ganzen Bereich der Fre- 
quenz beinahe konstant bleibt. Das 
Gesetz des konstanten Phasenwinkels 
erhalt in dieser Weise eine allgemeine 
Giiltigkeit, wenn das Parallelmodell 
angenommen wird. Dieses Verhaltnis 
wurde zuerst von Cole bei verschie- 
denen Geweben festgestellt, aber an 
der menschlichen Haut nicht, denn 


er kannte dic Impedanz nicht bis zu hinreichend niederen Frequenzen 
verfolgen. Nun verstehen wir, dass die Kreisférmigkeit des Impedanz- 


diagramms fiir das Serienmodell und 
der konstante Phasenwinkel fiir das 
Parallelmodell nichts anderes als ver- 
schiedene Ausdriicke ein und der- 
selben Gesetzmassigkeit sind. 

Wir erhielten als Werte des 
Phasenwinkels der menschlichen 
Haut 77°; 75°, 72°, und 64° fir vier 
verschiedene Faille. Esseien hier zum 
Vergleich die von Cole aus den 
Ergebnissen verschiedener Autoren 
berechneteten Werte fiir verschiedene 
Gewebe angefiihrt, namlich: 49° fiir 
das Rindblut, 64° fiir den Frosch- 
nerven, 66° fiir den Kaninchenmus- 


Tapecre Iii. 
Impedanz des Kopfes des Kaninchens mit 


in den Schddelknochen gesteckten Nadelelek- 
troden (Serienmodell). 





Frequenz . *% Kapazitat |impedanz 
N in Hz IR, in Obm| C, in AF) in Ohm 
_ 50,000 320 .} 0,025 334 
30,000 400 0,033 432 
10,00 585 0,094 609 
8,000 630 0,122 65) 
5,000 700 0,229 
2,500 | 765 0,615 
1,000 875 2,170 
500 970 5,750 
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kel, 55° fiir die Froschhaut und 71° fir das Katzenzwerchfell. lida erhielt 
84° und 76,5° an der Froschhaut. 

Bei der Elektrenkephalographie des Kaninchens benutzen wir Nadel- 
elektroden, die durch die Kopfhaut hindurch in den Schadelknochen gesteckt 
werden, Die unter diesen Bedingungen gemessenen Werte der Impedanz 
beim Serienmodell sind in Tabelle III wiedergegeben. Das Impedanzdia- 
gramm erwies sich auch als ein Bogen und der Phasenwinkel betrug 61°; 
57° und 46° bei drei verschiedenen Kaninchen. 


2. Frequenzabhiangigkeit der Polarisations- 
kapazitat des Kopfes. 


Die Polarisation an organischen Geweben wirkt kapazitiv und verur- 
sacht eine Phasenverschiebung zwischen Strom und Spannung; die Polari- 
sationskapazitat ist aber nicht konstant wie eine elektrostatische K apazitat, 
sondern hangt von der Stromfrequenz stark ab. Nach Warburg® und 
Neumann” ist der durch die Diffusion der Ionen bedingte Anteil der 
Polarisationskapazitat bei umkehrbaren Elektroden umgekehrt proportio- 
nal der Quadratwurzel aus der Frequenz, wahrend der durch elektrische 
Doppelschicht bedingte nach Kriiger™ yon der Frequenz unabhangig 
sein soll. Hdzawa*®™ ist der Meinung, dass die Polarisationskapazitat 
eines organischen Gewebes aus in Reihe geschalteter Doppelschichten- und 
Diffusionskapazitat besteht, und schliesst, dass zwischen der Polarisations- 
kapazitat Cy und der Frequenz N folgende Beziehung bestehen muss, 
namilich: c: =a+pPVN; .’ 
wobei a und # je eine Konstante sind. Aber diese Beziehung erwies sich nach 
dem Versuch von Hizawa nur fiir Frequenzen tiber 1000 Hz als befriedi- 
gend giiltig, wahrend sie fur das niedrigere Frequenzgebiet cine systema- 
tische Abweichung von Messungswerten zeigte; in Anbetracht, dass das 
Serienmodell, welches Hizawa zuerst annahm, fiir niedere Frequenzen 
ungeeignet ist, glaubte dieser Autor die erwahnte Abweichung auf die 
Wirkung eines Nebenschlusses zur Polarisationskapazitat zuriickftithren zu 
kénnen. Nun erhebt sich die Frage, ob die H6zgawasche Theorie fir den 
ganzen Bereich der Frequenz gilt oder nicht, wenn das Parallelmodell, 
welches sich bis zu der niedrigstsen Frequenz sehr gut bewahrt, angenom- 
men wird. Dieses Modell enthalt einen Nebenschluss zum R-C-System, . 
nichtsdestoweniger blicb die systematische Abweichung von der Theorie 
fiir niedere Frequenzen zuriick. Man mag durch weitere Annahme eines 
anderen Nebenschlusses zur Kapazitat einé befriedigendere Ubereinstim- 
mung erzielen, aber es bedeutet nur cime Vermehrung der Anzahl beliebiger 
Konstanten und somit kaum eine wertvolle Verbesserung der Theorie. 

Wir kénaen dagegen mit zweierlei Konstanten auskommen, wenn wir 
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nach Frick™ annehmen, dass die Polarisationskapazitat eine exponen- 
tielle Funktion der Frequenz ist, d.h.: 

Ce UN, sesesseesneeeccesceceneeneseese (2) 
wobei » und » je eine positive Konstante sind. Die oben erwahnten theore- 
tischen Diffusions- und Doppelschichtenkapazitat stellen spezielle Falle fir 
diese Gesetzmassigkeit dar, indem » fiir die erstere gleich 1/2 und fiir die 
letztere gleich Null zu setzen ist. Da die Reaktanz X gleich 1/2zNC ist, 


darf man sie, wie > eed. ba EARS acre Dn setae errere (3) 
setzen und aus der oben experimentell nachgewiesenen Beziehung, namlich 
R/X=konst. ergibt sich: © re tape ®t ESLER SS? (4) 


wobei a, 6 und Jb’ je eine Kon- pee 
stante sind. Die befriedigende 4% 
Giiltigkeit dieser Bezichungen ist aoe 
in Abb. 5 graphisch. dargestellt. 
Frick hat theoretisch nach- 
gewiesen, dass zwischen dem 


Phasenwinkel y und dem Expon- 
enten a eine Beziehung ¢= oF 


besteht, und dieses Verhaltnis hat 
bei unserer Untersuchung eine 
experimentelle Bestatigung gefun- 
den. Wir sind nunmehr in der 
Lage, die Impedanz des Kopfes 
und ihre Komponenten im Fre- 
quenzbereich der bioelektrischen 








Hirnstréme ohne Schwierigkeit a logh (Ohm) 
durch Inter- und Extrapolation Abb. 4. Giiltigkeit der exponentiellen Formeln 


zu ermitteln, denn diese Gesetz- _ fir Widerstand R und Reaktanz X im Parallel- 





4o 
10 


modell. In diesem Beispiel lauten die Formeln : 


massigkeit hat sich als vollkommen 
& R=2,133-105N~°8!7 und X =8,203- 10°N~0.817- 


befriedigend bis zur niedrigsten 
Frequenz erwiesen. Es sei aber bemerkt, dass die Konstanten @ und 4 unter 
Umstanden fiir das niedrigere und das héhere Frequenzgebiet als voneinander 
etwas verschieden betrachtet werden mussten, wie es beim Lid aschen Ver- 
suche an der Froschhaut der Fallwar. In solchem Fall war eine Kombination 
von zweierlei durch voneinander verschiedene Konstanten gekennzeichneten 
Reaktanzen erforderlich, wie Lullies™ und Iida annahmen. 


Diskussion der Ergebnisse. 


Darf man ‘die .Impedanz des Kopfes durch ein Parallelmodell und die 
EMK der Hirnstréme durch’eine Wechselstromquelle (s. Abb. 2 C !) dar- 
stellen, so lasst sich das Verhaltnis der nach aussen ableitbaren EMK E zur 
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wobei das Verhiltnis ¢ an- 
zeigt, wie stark reduziert die 
EMK ‘der Hirnstréme bei 
der = Elektrenkephalogra- 
phie durchdie Kopfschwarte 
zur Messungkommt. Dadie 
Werte vonr, R und C fir 
beliebige Frequenzen aus 
obiger Untersuchung _ be- 
kannt gegeben sind, so las- 
sen sich die Werte von ¢ 
fir verschiedene Elemente 
des EEG wie a, 8 und @ 
nach Formel (6) ohne weite- 
res .berechnen.. Die so 
berechneten Werté sind in 
Tabelle IV zusammenge- 
stellt. Wie daraus hervor- 
geht, werden die normalen 
a-Wellen (8-12 Hz) auf etwa 
1/5 des wirkilchen Wertes 


reduziert, wahrend die 3-Wellen (5 Hz) auf etwa 1/10 und dhe 9-Wellen 


f (+RY 4 oe 
und diese Stromstarke muss solange vom Ausseren System unabhingig 
bleiben, als das Hirnpotential einem Verstarker mit hinreichend hohem 
Gitterwiderstand (Abb. 2 (C) GW) zugeleitet wird, denn die Hirnstréme 
zweigen sich dabei kaum in den Verstarker ab. Die nach aussen ableitbare 
EMK ist unter diesem Zustand der Spannung am Nebenschluss r gleich, 
welche als Produkt aus Ip und r in folgender Weise gegeben wird, namlich: 


Reduktionsverhdltnis fiir verschiedene Elemente des 


E: Von der Oberfliche der Kopfhaut gemessene EMR: 


Eq 


eee ed eee eee eeeeee 


TABELLE IV. 


EEG des Menschen. 


Ej: Wirkliche EMK. 


r=21,650 Ohm. W=210 Ohm (s. Abb. 2 C /). 


Impedanz des Kopfes und ihre Bedeutung fiir die Auswertung des EEG 


wirklichen E) durch Impedanzmessung bestimmen. . Die Starke der Hirn- 
stréme, welche durch den Nebenschluss ¢ fortlaufend fliessen, betragt: 
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|Wider- 


| Keduktions- | 








Ni Hale nad in Ohm) Yerhaltni “eli ; 
1 | 195,000 | 680,000 | 0,03 \, 
3 | 81,000 | 280,000 | 0,07 -Wellen 
5: | 54000 | 190,000! au i 
8’ | 37,000  130,000°! ° 0,15 
10 | 31,000 | 110,000 ong a-Wellen 
13’ | 26,000 {90,000 | 0,21 | 
15° | 23,000"! 80000 | 0,24 
20°'| 18,000 | 64,000 | 0,29 
25 15,000 | 54,000 | 0,33 
30 13,000 | 46,000 | 0,38... B-Wellen 
40° |..10;500 | 37,000 | . 0,44 
50 8,700 31,000 0,50 











(tiber 13 Hz) auf 1/4~1/2 reduziert zur Messung kommen. 


Man hat bisher dieses Reduktionsverhaltnis in der Weise direkt 
bestimmt, dass man bei Tierversuchen bzw. bei der Operation des Kopfes 
des Menschen zweierlei EEG miteinander verglichen hat, die einmal von 
der Oberflache der Kopfhaut und das andere Mal mittels unter die Kopf- 
schwarte eingefiihrter bzw. auf die Himnhaut angebrachter Elektroden auf- 
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, 


genommen wurden. Aber diese Methode ist nicht ganz einwandfrei, denn 
die Impedanz des Kopfes karin durch operative Eingriffe ziemlich stark 
verandert werden, und dartiber hinaus sind die Fehler infolge zeitlicher 
und regionarer Untetschiede schwer. auszuschliessen, so dass man bei der 
direkten Methode ohne Réatksicht auf die Frequenzabhangigkeit mit 
annahernder Gréssenordtiang des Reduktionsverhaltnisses tiberhaupt der 
Hirnstromwellen zufrieden sein musste. In der Tat hatten wir gar keine 
Ahniung von einer so starken Frequenzabhangigkeit wie oben dargelegt. 


Zusammenfassung. 


Man darf Hirnstromwellen mit verschiedener Frequenz wie z. B. a, 8 
und @ imsofern nicht direkt miteinander vergleichen, als sie von der Ober- 
flache der Kopfhaut abgeleitet werden, weil die Impedanz des Kopfes je 
nach Frequenzen verschieden sein kann. Um die Frage zu entscheiden, 
wie stark die EMK der verschiedenen Wellen durch die Kopfschwarte 
reduziert wird, wurde die Impedanz des Kopfes uriter ¢in und dénselben 
Bedingungen wie bei der Elektrenkephalographie untersucht, und man 
ethielt folgende Resultate: 

1. _ Das Impedanzdiagramm des Kopfes bei Menschen und Kaninchen 
lasst sich durch einen Kreisbogen darstellen. 

2. Der Phasenwinket bleibt, unabhangig von der Frequenz, annahernd 
konstant und betragt 64°-77° beim Menschen und 46 °-61 ° beim Kaninchen. 

3. Der Widerstand und die Reaktanz des Kopfes sind je eitie exponen- 
tielle Funktion der Frequenz. 

4. Die a-Wellen werden auf etwa 1/5 des wirklichen Wertes reduziert, 
wahrend die d-Wellen auf etwa 1/10 und die 8-Wellen auf 1/4-1/2 reduziert 
zur Messung kommen. 

Diese Untersuchung wurde auf Kosten der Ausgaben des Unterrichtsmini- 
steriums fiir wissenschaftliche Forschung ausgefuhrt, woflir wit an dieser Stelle 
unseren besten Dank aussprechen méchten. 
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Tohoku-Universitat zu Sendai. Direktor: 
Prof. Dr. M. Kuroya) 
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Explosive Epidemien akuter enteraler Ansteckungskrankheiten rihren 
oft von Verunreinigungen des Trinkwassers her. Wenn aber Trinkwasser 
einmal verschmutzt ist, ist es sehr schwierig, die pathogenen Bakterien 
unmittelbar aus dem Wasser nachzuweisen. Dafiir wurden bisher folgende 
Griinde angegeben: 1) Die Zahl der Krankheitserreger ist itn Wasser immer 
sehr gering. Folglich sind die wenigen vorhandenen in einer grossen Menge 
Wasser verteilt. 2) lm Wasser gibt es spezifische Wasser- und Begleitbak- 
terien, wie z, B, die Kolibazillen, die mit den pathogenen zusammen vor- 
kommen. Diese Bakterienarten haben grosse Widerstandskraft und iiber- 
treffen die Krankheitserreger an Zahl bei weitem, sodass sie den Nachweis 
der letzteren erschweren wenn nicht segar unméglich machen kénnen. 3) 
Wie Miller” einst erwahnte, liegt in vielen Fallen ein Inkubationsstadium 
von 2-3 Wochen zwischen der Ansteckung mit Unterleibstyphus und dem 
Auftreten seiner primordialen Symptome, und zwar sterben die meiste 
Typhusbazillen im Wasser erfahrungsgemass gewdhnlich innerhalb 14 
Tagen ab! Daruim’ gelang ihr Nehweis aus Wasser bisher nur selten, 
obwohl unzahlige Versuche dazu untenommen wurden. 

Trotz dieser Schwierigkeiten versachten ziemlich viele Autoren, wie 
Michaelis,” Dienert und Etrillard,® Akiba und Kazama,” Tabei 
und Minato,” und Kodama und Kawabe,® usw., die pathogenen Bak- 
terien direkt aus dem Trinkwasser nachzuweisen. Sie bemihten sich fast 
alle, die wenigen spezifischen Bazillen, die in einer grossen Menge Wasser 
vorhanden waren, in eine kleine Menge Wasser iiberzufiihren, d.h. sie 
suchten die Krankheitserreger durch Konzentrierung des mit ihnen ver- 
seuchten Wassers nachguweisen. Zu diesem Zwecke wurden verschiedene 
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Methoden entwickelt: die Filtration, die Abdampfung bei niedrigen Tempe- 
raturen, die Kultur unter Zusatz einer dicken Kulturlésung, der Zusatz eines 
Pracipitationsmittel und des-antibakterillen Immunserums mit hohen Ag- 
glutinationstiter u. dergl. 

Obwohl durch die obenerwahnten verschiedenen Methoden eine 
Ansammilung der Bakterien in gewissem Grade erreicht wurden, kann man 
doch nicht sagen, dass die selektive Ansammlung der pathogenen Bazillen 
gelang. Darum ist es denkbar, dass der Nachweis der Krankheitserreger aus _ 
den Bazillenmassen durch Ziichtung oft durch andere Bakterienarten mit ° 
starker Widerstandskraft -erschwert, wenn nicht sogar unméglich gemacht 


Nakamura” hat aber in unserem Institut festgestellt, dass zweschen 
dem Antigen, das man aus Kot von Ruhrkranken bei pH 3,5 durch Erhitzung 
extrahiert und dem Immunserum der Ruhrbazillen die spezifische Pracipi- 
tationsreaktion bei jedem Typus positiv ausfallt. Kuroya und Goto® 
haben experimentell nachgewiesen, dass zwischen dem Antigen, das man 
aus Kot und Blut von Typhuskranken ebenfalls bei pH 3,5 durch Erhitzung 

-extrahierte, und dem Immunserum der Typhusbazillen die spezifische Praci- 
pitationsreaktion positiv ist. 

In der Meinung, dass, wenn man anstatt des’kulturellen Nachweises 
diese Methode zum Nachweis der Erreger im Wasser anwendét, man die 
Einfliisse durch andere verschiedene Bazillen unschadlich machen und das 

“Vorhandensein auch geringer Mengen pathogener Bakterien im Wasser 
nachweisen kann, haben wir darum die vorliegenden Untersuchung 
durchgefiihrt. 


I. Versuchsmethode, 
(1) Verwendetes Immunserum. 


Die Immunsera der Typhus- und Ruhrbazillen wurden auf die Weise 
hergestellt, dass man S. typhi ,, S57’ uud B, dysenteriae “* Komagome” 
B III “ No. 6,”—beide in der Sammlung-unseres' Instituts befindlich—-auf 
schragem Agar 24 Stunden lang bei 37 ° kultivierte, in einer Kochsalzlésung 
so aufschwemmte, dass in lccm Lésung Img Erreger enthalten war, und 

~mit dieser Suspension nach 30 Minuten langer , Erhitzung bei. 60°: das 
Der Agglutinationstiter des. Immunserums der 
Typhusbazillen betrug 22,000 fach und der “‘Komagome”’ Ruhr B III- 
Bazillen 20,000 fach. : 


Kaninchen immunisierte. 


(2) Ausftihrungsmethode der Reaktion. 


Die Reaktion wurde mit der Uberschichtungsmethode ausgefithrt. 
Naheres ist in der Arbeit Nakamura’s” zu finden. 


Die Priifung wurde 
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1-3 Stunden nach der Uberschichtung durchgefiihrt, Bemerkenswert ist dass 
manchmal sofort nach der Schichtung des Antigens iiber das Immunserum 
ein Ring auftritt, welcher wie eine echte Reaktion aussieht (diese Erschein: 
ung scheint von der Menge der im Wasser enthaltenen anorganischen Salze 
abhangig zu sein), Nach Ablauf von ungefahr 1/2 oder 1 Stunde versch- 
windet aber dieser Ring vollstandig und tritt‘die echte Reaktion allein 
deutlich auf. Bei der Pracipitationsreaktion wurden stets Kontrollversuche 
mit normalem Kaninchenserum ausgefihrt. 


(3) Herstellung des Antigens. 


Die zur Pracipitationsreaktion angewendeten Antigene wurden herge- 
stellt 1) direkt aus mit pathogenen Bakterien versetztem Leitungs- und 
Brunnenwasser, 2) aus durch Abdampfung konzentriertem, pathogene Bak- 
terien erithaltendem Wasser, 3) aus Bakterienkulturen, nachdem man sie 
einmal in Gallenbouillon und gewoéhnlicher Bouillon angereichert hatte 
und 4) aus Bakterienkulturen, nachdem man sie durch Asbestfiltrierplatten 
angesammelt und dann in K auffmannschen Anreicherungsnahrbéden und 
in Gallenbouillon kultiviert hatte. Aus den mehreren Versuchen konnte 
man aber erkennen, dass bei 2 ersteren unter oben erwahnten 4 Herstel- 
lungsmethoden des Antigens die Pracipitationsreaktion gegentiber der Kul- 
tur darin zuriicksteht, dass viel mehr Bazillen vorhanden sein miissen, da- 
mit die Reaktion positiv ausfallen kann und dass besonders beim Brunnen- 
wasser eine Pseudoreaktion, die durch das Vorhandensein des anorganischen 
Salzes hervorgerufen wird, schwer zu vermeiden ist. Da aber 2 letztere 
Methoden in verschiedenen Piinkte der Kulture vorzuziehen sind, werden 
die Beschreibungen dariiber unten gemacht werden. 


Il. Falls die Antigene nach Anreicherungskultur der 
Erreger im Wasser hergestellt werden. _ 


(1) Wenn man Brunnenwasser mit Typhusbazillen versetzt. 


(a) Brunnenwasser A. 


8 sterile Erlenmeyerkolben bekamen je 200 ccm Brunnenwasser A. In 
7 Kolben davon wurden die Typhusbazillen in der Weise aufgeschwemmt, 
dass 1 ccm Brunnenwasser 1, 0,1, 0,01, 0,001, 0,0001,0,00001, und 0,000001 
mg Typhusbazillen enthielt; der letzte,,der zam Kontrollversuch diente, 
blieb ohne Bazillen. Wahrend die so hergerichteten Kolben 13 Tage lange 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen wurden, wurden folgende Versuche 
durchgefihrt. 

Um die Pracipitationsreaktion auszufiihren, entnahm man nach Ablanf 
einer jeweils bestimmten Zeit je | ccm der,Aufchwemmungen und des 
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Kontrollwassers und kultivierte 48 Stunden lang bei 37° in 9 ccm 50% igen 
Gallenbouillon. Dann zentrifugierte man 30 Minuten lang mit 3000 
.Umdrehungen pro Minute, suspendierte den Niederschlag in ungefahr 0,5 
- com destilliertem Wasser und sterilisierte es 20 Minuten lang bei 100°, 
brachte es dann durch Zusatz von 2% HCl auf pH 3,5 und erhitzte es 
wiederum. 1-2 Stunden lang bei 100°. Nachdem man es zentrifugiert 
hatte, brachte man die iiberstehende Flissigkeit durch Zusatz von 2% 
NaOH auf pH 7,0 (Wenn dabei ein Niederschlag entstand, so entfernte man 
ihn durch Zentrifugieren, nachdem man 20 Minuten lang bei 100° erhitzt 
hatte) und verwendete die klare, iiberstehende Fliissigkeit zum Versuch. 
Die Pracipitationsreaktion wurde zwischen diesem Antigen und dem Im- 
munserum der Typhusbazillen durohgefiihrt. Um die Kulturen anzusetzen, 
strich man (1) je 1 Ose aus jeder Aufschwemmung und aus dem Kontroll- 
wasser direkt auf Endosche Agarplatten (2 Agarplatten fiir jede Aufsch- 
wemmung) und ziichtete 24 Stunden lang bei 37°, entnahm man (2) je 1 ccm 
Versuchsmaterial von den Kolben und impfte sie in 9 ccm sterilisierte 
Kauffmannsche Nahrbéden und in 9 cem 50% ige Gallenbouillon ein. 
Nach 24-48 Stunden langer Kultur bei 37° wurden sie nochmals auf En- 
dosche Agarplatten (2 Platten fiir jede Aufschwemmung) umgeimpft, um 
wiederum 24 Stunden lang bei 37° kultiviert zu werden. Die herausgeziich- 
teten Kolonien wurden durch Probeagglutinationsreaktion und Differential- 
- kulturen gepriift. 

Wenn man die Ergebnisse dieser Versuche (Tabelle 1) zusammenfasst, 
so zeigten die Kulturen sowie die Pracipitationsreaktion von der Zumisch- 
ung der Erreger an bis zum Ablauf von 48 Stunden bis zu dem Brunnen- 
wasser, das pro ccm 0,00001 mg Typhusbazillen enthielt, positiven Ausfall. 
Die Positivitat der Kulturen wurde danach allmahlich schwacher, und am 
4 Tage nach der Bazillenzumischung zeigten die Kulturen nur noch bis 
0,001 mg positiven Ausfall, wahrend die Pracipitationsreaktion auch noch 
bei 0,00001 mg positiv ausfiel. Am 7. Tage zeigte nur die Kultur von | mg 
Bazillen pro cem positiven Ausfall, wahrend die Pracipitationsreaktion noch 
bei 0,0001 mg positivwar. Am 9., 10. und 11.’Tage war der Nachweis der 
Erreger durch die Kultur bei jeder Menge zugemischter Bazillen unmég- 
lich ,wahrend die Pracipitationsreaktion noch bis 0,1 mg und am 12. Tage 
nur bei | mg positiven Ausfalle zeigte, um am 13. endlich bei jeder Bazil- 
Jenmenge negativ zu bleiben. Aus diesen Versuchsergebnissen konnte man 
erkennen, dass, wenn auch in der ersten Zeit nach der Bazillenzumischung 
die Ergebnisse der Kultur und der Pracipitationsreaktion beinahe gleich 
sind, der kulturelle Nachweis der Erreger spater unméglich wird, weil 
das Wachstum der Typhusbazillen durch die antagonistische Wirkung der 
Wasserbakterien des Brunnenwassers, insbesondere der widerstandskraftigen 
wie 2.B. der Kolibazillen namentlich in Anreicherungskulturen gehemmt 
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Nachweis pathogener Bakterien imp Wasser durch Prizipitation 


Der Nachweis der angereicherten Typhusbazitien im Brunneuwasser “A.” 
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wird, wahrend man die Erreger immer noch durch die Pracipitationsreaktion 
nachweisen kann, weil diese relativ lange positiv ausfallt, Wenn im Wasser, 
wie z.B. im Brunnenwasser, .verschiedene Bakterien_ nebeneinander—vor- 
handen sind, vermehren sich die pathogenen Bakterien in der Anreicher- 
ungskultur der ersten Generation wohl, aber lassen sich schwer isolieren. 
Darum ist es unseres Erachtens ratsam, die Pracipitationsreaktion. an der 
angereichterten Kultur auszufihren, statt eine Reinkultur daraus isolieren 
zu wollen. 


(b) Brunnenwasser B. 


Wenn man die Resultate der Kulturen und Pracipitationsreaktionen 
zusammenfasst, welche mit dem Brunnenwasser B nach derselben Methode 
wie mit dem Burnnenwasser A durchgefiihrt wurden, so sieht man, dass 
sowohl die Kulturen als auch die Pracipitationsreaktion von der Zumisch- 
ung der Erreger an bis nach Ablauf von 48 Stunden bis zum Brunnenwasser, 
das pro ccm 0,00001 mg Typhusbazillen enthielt, positiv ausfielen. Aber 
am 4. Tage nach der Bazillenbeimischung zeigten die Kulturen nur noch 
bis zu 0,01 mg pro ccm positiven Ausfall, wahrend die Pracipitationsreak- 
tion noch bis zu 0,00001 mg pr@ ccm positiv war. Am 6, Tate zeigte die 
Kultur allein bei 1 mg pro ccm positiven Ausfall, wahrend die Pracipitations- 
reaktion noch bis 0,0001 mg pro ccm positiv war. Vom 8. Tage an war 
der kulturelle Nachweis der pathogenen Bakterien ganz unméglich, wahrend 
die Pracipitationsreaktion am 8, Tage bis 0,001 mg pro ccm, vom 9.-11. 
Tage bis 0,1 mg pro ccm, am 12. Tage bis | mg pro ccm positiven. Ausfall 
zeigte und am 13. Tage endlich bei jeder Bazillenmenge negativ wurde. 
Wenn auch diese Resultat den an Brunnenwasser A gewonnenen, sehr 
ahnlich sind, ist bei Brunnenwasser B die Pracipitationsreaktion doch noch 
vorteilhafter, da es etwas mehr Saprophyten enthalt. 


fe) Brunnenwasser C. 


Mit dem noch mehr Wasserbakterien enthaltenden Brunnenwasser C 
wurden dieselbe Versuche durchgefiihrt. Es geht aus den Ergebnissen 
hervor, dass schon gleich nach der Zumischung von Typhusbazillen die 
Kultur nur bis zu 0,0001 mg pro cem positiv war, wahrend die Pracipita- 
tionsreaktion noch bei 0,00001 mg pro ccm. d.h. noch bei 1/10 der fiir 
positive Kulturen notwendigen Bazillenmenge positiv ausfiel. Am 5, Tage 
war die Kultur schon nur bei | mg pro ccm positiv, wahrend die Pracipita- 
tionsreaktion noch bis zu 0,0001 mg pro ccm positiv ausfiel. Vom 6, Tage 
an war die Kultur ganz negativ, wahrend die Pracipitationsreaktion yom 
6.-8. Tage bis zu 0,001 mg pro cem, vom 9.—11. Tage bis zu 0,1 mg pro ecm, 
am 12. Tage bis zu 1 mg pro ccm positiv und am 13. Tage endlich’ bei 
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jeder Bazillenmenge negativ ausfiél. Wir haben namlich festgestellt, dass 
bei Brunnenwasser C schon in der ersten Zeit nach der Bazillenbeimischung 
die Pracipitationsreakion besser als die Kultur war. - Mit der Zeit wurde 
der kulturelle Nachweis der Typhusbazillen gamz unméglich, wahrend die 
Pracipitationsreaktion immer noch positiven Ausfall zeigte. Daraus konnte 
man erkennen, dass bei viel. Wasserbakterien enthaltendem Brunnenwasser 
die Pracipitationsreaktion weit zuverlassiger als die Kultur ist. Dass die 
Kultur in der 50% igen Gallenbouillon stets negativ war, ist wahrscheiniich 
nicht auf die Ungeeignetheit des Nahrbodens, sondern darauf zuriickzufiihr- 
en, dass das Wachstum der Typhusbazillen durch das starke Gedeihen der 
Kolibazillen in der Isolierungskultur gehemmt wurde. 


Nachweis pathogener Bakteri¢én im Wasser durch Prizipitation 


(2) Wenn man Brunnenwasser mit Ruhrbazillen versetzt. 


Mit den gleichen Arten Brunnenwasser, welche zu den Versuchen mit 
Typhusbazillen dienten, wurden Versuche mit Ruhrbazillen, durchgefiihrt. 
Dabei stellte man aber die Antigene auf die Weise ker, dass man die Ba- 
zillen zuerst in gew6hnlicher Bouillon zwecks Anreicherung kultivierte und 
dann zentrifugierte, Aus dem dabei entstandenen Niederschlag wurden 
die Antigene hergestellt, und zwischen ihnen und dem Immunserum der 
” Komagome”’ Ruhr B_ III-Bazillen wurde die Pracipitationsreaktion 
ausgefihrt. Ahnlich wie in den vorangegangenen Versuchen mit Typhus- 
bazillen waren die Resultate der Kultur sowie der Pracipitationsreaktion 
im Anfang fast gleich wohl, aber wurde mit der Zeit der kulturelle Nachweis 
der pathogenen Bakterien unmdglich, weil ihr Wachstum durch die anta- 
gonistische Wirkung der Wasserbakterien gehemmt wurde, wahrend die 
Pracipitationsreaktion noch lange Zeit positiv ausfiel. Daraus konnte man 
erkennen, dass zum Nachweis der Ruhrbazillen auch die Praciptationsreak- 
tion der Kultur vorzuziehen ist. 

In den entsprechenden Versuchen mit den Brunnenwasser B und C 
wurden fast dieselben Resultate gewonnen, ausgenommen dass be? ihnen, 
da sie mehr Wasserbakterien als das Brunnenwasser A enthielten, die 
Bazillen in den Kulturen verhaltnismassig frih nicht mehr isolierbar und 
oft allein durch die Pracipitationsreaktion nachweisbar waren. 

Aus den obenerwahrnten Vesuchen, welche an mit Typhusbazillen 
und ” Komagome ” Ruhr B III-Bazillen verschiedener Mengen versetatem 
Brunnenwasser durchgefiihrt wurden, konnte man feststellen, dass die 
Ergebnisse der Kulturen sowie der Pracipitationsreaktion hauptsachlich 
durch die Menge der verschiedenen, im Wasser vorhandenen Saprophyten 
beeinflusst werden. In der Kultur ist die Isolierung der Erreger desto 
schwieriger, je mehr Saprophytet im Wasser enthalten sind, wahrend die 
Pracipitationsreaktion relativ lange positiv bleibt, wenn gleich sich auch die 
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Positivitat der Pracipitationsreaktion selbstverstandlich mit der Zeit allmah- 
lich herabsetat. In dieser Hinsicht ist die Pracipitationsreaktion zuverlas- 
siger alg die Kultur. 


Ill. Falls man, nachdem man die Erreger im Wasser durch 
Filtration angesammlt hat, zwecks Anreicherung 
kultiviert und die Antigene daraus herstellt. 


Zunachst haben wir, nachdem wir eine grosse Menge des Typhusbazil- 
len enthaltenden Brunnenwassers C mit Hilfe einer Asbest-EK-Filterplatte 
(Toyo-Filterplatte Nr. 85, 6 cm) filtriert und die pathogenen Bakterien 
angesammelt hatten, Anreicherungskulturen ausgefiihrt und Antigene dar- 
aus hergestellt, um Pracipitationsreaktionen auszufiihren. In 2 Reihen 
von je 9 sterilen Becherglasern wurden je 2/ Brunnenwasser C eingebracht. 
In 8 Becherglasern jeder Reihe wurden die Typhusbazillen in der Weise 
suspendiert, dass in 1/ Brunnenwasser 10-*, 10-°, 10-8, 10-7, 10-8, 10-* mg 
Bazillen enthalten waren; die 2 letzten Becherglaser dienten ohne Zusatz 
von Bazillen zu Kontrollversuchen. Die eme Reihe Becherglaser wurde 
gleich nach der Bazillenbeimischung und die andere nach 48 Stunden 
langem Stehenlassen bei Zimmertempertatur zu folgenden Versuchen 
herangezogen. Um die Pracipitationsreaktion durchzufiihren, entnahm 
man je l/ jeder Aufschwemmung und der Kontrollwasser und filtrierte 
durch die Asbest-EK-Filterplatte unter Anwendung der Wasserpumpe. 
Die Filtration von 1’ Wasser dauerte ungefahr 2 Standen. Dann man 
nahm die Filterplatte keimfrei heraus, schnitt sie in kleine Stiickchen, warf 
diese dann in 40 ccm Kauffmannschen Nahrboden zwecks Anreicherung 
und ziichtete 24 Stunden lang bei 37°. Eine Ose dieser Kultur strich man auf 
eine Endosche Agarplatte und kultivierte wiederum 24 Stunden lang hei 
37°. Fand man auf der Platte Kolonien, welche denen der Typhusbazillen 
ahnlich waren, so impfte man diese und, wenn man keine solchen Kolonien 
fand, einen Teil der auf der Platte vorhandenen Kolonie in eine 50%ige 
Gallenbouillon ym, um sie nochmals 48 Stunden lang bei 37° zwecks An- 
reicherung zu zichten. Nachdem man das Versuchsmaterial mit 3000 
Umdrehungen pro Minute 30 Minuten Jang aentrifugiert hatte, schwemmte 
man den dadurch erhaltenen Niederschlag in ungefahr 0,5 ccm destilliertem 
Wasser auf und stellte den Antigen unter Ansauerung und Erhitzung nach 
der gewohlichen Methode her, um die Pracipitationsreaktion zwischen 
ibm und dem Immungserum der Typhusbazillen durchzufiihren. Um die 
Kultur anzulegen, behandelte man die Aufschwemmungen gleich nach der 
Bazillenbeimischung und diejenigen, dic nach der Bazillenbeimischung 48 
Stunden lang stehen gelassen wurden, ebenfalls nach demselben Verfahren. 
Wenn man auf den Endoschen Agarplatten (2 Platten fiir jede Aufsch- 





ana iui Mins. Se 


ek. for eh C2 2 one foe a 











Nachweis pathogener Bakterien im Wasser durch Prazipitation 107 


wemmung) Kolonien fand, welche denen der Typhusbazillen ahnlich waren, 
so isolierte man sie, und wenn man keine solchen fand, so impfte man einen 
Teil der vorhandenen Kolonien in 10 ccm Kauffmannschen Nahrboden 
um, um sie 24 Stunden lang bei 37° zu kultivierien. Dann strich man sie 
wieder auf Endosche Agarplatten. Die herausgeziichteten Kolonien 
wurden mittelst - Probeagglutinationsreaktion und Differentialkulturen 
gepriift. 

Wenn man die Versuchsresultate (Tabelle 2) zusammenfasst, so fiel 
die Pracipitationsreaktion sowohl bei den Suspensionen gleich nach der 
Bazillenbeimischung als auch bei denjenigen, welche nach der Bazil- 
lenbeimischung 48 Stunden lang bei Zimmertemperatur stehen gelassen 
wurden, bis 10-* Bazillen in 1/ Brunnenwasser C positiv aus, wahrend die 
Kulturen einen viel niedrigeren Prozentsatz der positiven Ausfalle zeigten; 
sie fielen namlich nur bis 10-* mg positiv aus. Noch bei 1/1000 der durch 
Kultur nachweisbaren Bazillenmenge, war also die Pracipitationsreaktion 


positiv. 
TABELLE MII. 


Der Nachweis der durch Filtration angesammelien und angereicherten 
Typhusbazillen im Brunnenwasser “ C.” 





- Zeitdauer Prazipitation Kulturversuch 


nech dem |——-—_—____—_— : _— 
Zusatz der Bakterienmenge (mg./I.) 


ios . 


Wenn man also die Typhusbazillen, nachdem man sie durch Filtration 
angesammelt hat, zwecks Anreicherung kultiviert, so werden nicht nur die 
pathogenen sondern auch die Wasserbakterien in grossen Mengen angesam- 
melt. Wenn auch die Erreger in der Kultur bis zu einem gewissen Grad 
nachgewiesen werden kénnen, wird ihre Isolierung doch desto schwieriger, 
je weniger sie im Brunnenwasser enthalten sind, weil sie von den Wasserbak- 
terien, insbesondere von den Kolibazillen iberdeckt werden. Die Pracipi- 
tationsreaktion dagegen fallt selbst bei geringen Mengen zugemischter 
Typhusbazillen positiv aus und zeigt damit einen Vorzug im Nachweis der 
pathogenen Bakterien. Aus den Resultaten wurde geschlossen, es sei zu 
empfehlen, dass man, wenn eine grosse Anzahl Saprophyten beigemischt 
vorhanden ist, wie z.B. beim Brunnemwasser, die Krankheitserreger durch 
Filtration ansammelt, zwecks Anreicherung kultiviert und dann die Pracipi- 
tationsreaktion daran durchfwhrt. 
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SCHLUSS. 


In der Meinung, den Nachweis, der Leibessubstanz. der Bazillen aut 
Krankheitserreger im Wasser anzuwenden, haben wir die Antigene aus mit 
pathogenen Bakterien (Typhusbazillen und ” Komagome ” Ruhr B III- 
Bazillen) yersetztem Brunnenwasser unter Ansaucrung und Erhitzung 
hergestellt und die Pracipitationsreaktion zwischen ihnen und dem anti- 
bakteriellen Immunserum durchgefiihrt. Indem wir die Ergebnisse der 
Pracipitationsreaktion mit denen der Isolierungskulturen, welche aus Erre- 
ger enthaltendem Wasser nach der gewéhnlichen Methode angelegt wurden, 
verglichen, gelangten wir zu folgendem Schluss: 

(1) Die Methode, in der man das pathogenen Bakterien enthaltende 
Wasser auf einem geeigneten Nahrboden zwecks Anreicherung kultiviert 
und das Antigen aus dem durch Zentrifugieren entstandenen Niederschlag 
hersiellt, ist vor allem bei solchem Wasser zu versuchen, in dem, wie bei 
vielen Brunnenwasser der Fall ist, lebende Krankheitserreger vorhanden 
sind und doch ihre Isolierung durch das Vorhandensein verschiedener 
Saprophyten verhindert wird, denn durch diese Methode kann man die 
pathogenen Bakterien wahrend einer relativ langeren Zeit nachweisen, 
wenn sie auch nur in einer verhaltnissmassig kleinen Menge im Wasser 
enthalten sind, und diese Methode wird gar nicht beeinflusst, wenn auch 
viele nicht pathogene Bakterien im Wasser vorhanden sind. 

(2) Die Methode, in der man die Krankheitserreger durch Filtration 
durch Asbest-EK-Filterplatten ansammelt, auf.einem geeigneten Nahrbo- 
den anreichert und dann das Antigen aus dem durch Zentrifugieren ent- 
standenen Niederschlag herstellt, ist die vorziiglichste, denn durch sie kann 
aman die pathogenen Bakterien auch dann nachweisen, wenn sie nur in sehr 
geringer Menge vorhanden sind, und dabei wird diese Methode gar nicht 
beeinflusst, wenn viel Wasserbakterien beimischt sind. Darum ist sie 
besonders in einem solchen Falle zu versuchen, wenn man, obgleich die 
lebenden Erreger in einer grossen Menge Brunnenwasser vorhanden sind, 
diese nicht isolieren kann, weil sie in einer zu geringen Menge mit viel 
Saprophyten zusammen vorkommen, 

Die obenerwahnten Versuche wurden alle an kiinstlich mit pathogenen 
Bakterien versetztem Brunnenwasser durchgefiihrt. Wir hoffen aber sie 
bei einer wirklichen Epidemie priifen zu kénnen. 
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Experimentelle Beitrage zur Wiederherstellung 
des Bluteiweisses sowie dessen kolloid- 
osmotischen Druacks. 


I. Beeinflussung der Wiederherstellung des Bluteiweisses sowie dessen 
kollotd tischen Drucks nach Plasmapharesis dutch die 
Beschaffenheitsveranderung der mit Erythrocyten = - 
reinfundierten Flassigkeiten. 








Von 


Shoiti Mori. 
me rt ~) 
(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. Kato, 
Tohoku Universitat zu Sendai.) 


(Received for publication, January 12, 1944) 


Der weitaus héhere Grad der Eiweisskonzentration in der Blutfliissig- 
keit im Vergleich mit dem der iibrigen Plasmabestandteilen wie Kohle- 
hydrat, Salz usw. beruht darauf, dass das Bluteiweiss mannigfaltige wichtige 
Rollen fiir Lebensvorgange des Organismus spielt; da besonders sein kolloid- 
osmotischer Druck (kurz im folgenden als k.o.D, bezeichnet) sich mit dem 
Stoffaustausch auf dem Kapillargebiet aufs engste zusammenhangt, ist 
heute allgemein anerkannt, dass seine biologische Bedeutung ausserorden- 
tlich gross.ist. Derk. o. D, steigt auf und ab je nach den quantitativen sowie 
qualitativen Veranderungen der Eiweisskérper in der Blutflissigkeit, und 
er bleibt zwar beim gesunden Organismus gewéhnlich ziemlich konstant, 
doch es ist ¢eime recht interessante wichtige Frage, wie diese Konstanz 
erhalten wird; daher haben sich eine grosse Reihe Forscher damit beschaf-, 
tigt, unl auch im der hiesigen Klinik wurden bis heute viele Ansichten ver- 
éffentlicht, zur Lésung dieser Frage beizutragen, so konnté sie dadurch ziem- 
lich klar gemacht werden, aber es bleiben zu meinem Bedauern noch manche 
ungeklarte Bezichungen iibrig. 

. Seitdem.Morawitz' im Jahre 1906 durch ,,Plasmaphiresis“ cine 
‘miglichst grosse Menge Plasmaeiweiss aus dem zirkulierenden Blut der 
Hunde eliminiert hat, ohne dabei die Verminderung der Erythrocyten in ihnen 
za verursachen, und die Wiederherstellung: der Bluteiweisskérper studiert 
hat, haben cine Reibe Autoren wie Kerr, Hurwitz u. Whipple’, Smith, 
Beit u. Whipple’, Schultz; Swanson u. Ziegler’, Lepore’, Dalla 
Volta’, Barker’, Leiter’, Shelbourne’ u.a, dieses Problem behandelt. 
Was aber die Reihenfolge der Widerherstellung des Eiweisses betrifft, so 
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sind die Meinungen der Autoren geteilt, denn die einen behaupten, dass sich 
zuerst Albumin, sodann Globulin wiederherstellt, die anderen umgekehrt. 
Fukuhara™, Sibuya™ ander hiesigen Klinik haben nach weiderholten 
Untersuchungen bei zahlreichen Kaninchen versichért, dass stets zuerst die 
Wiederherstellung des Globulins, sodarin’ die des Albumins érfolgt. Sie 
verfolgten dariiber hinaus di¢ fie getichation des Eiweisses in normalen und 
pathelogischen Zustanden. Was aber die Wiederherstellung von Bluteiweiss 
und dessen k.o.D. nach Plasmapharesis anbetrifft, soist meines Erachtens noch 
vieles eriibrigt, was Weiterér Untersuchung bedarf. Z.B. wird meistens als 
reinfundierte Fliissigkeit Normosallésung, die den Salzgehalt von gleicher 
Konzentration und gleichen Bestandteilen wie Serumsalz besitzt, angew- 
endet, aber ganz offen ist die. Frage, wie sich die Wiederherstellung von 
Eiweiss und dessen k.o.D. verhalten.werde, wenn die Normosallésung durch 
einfache NaCl-, Glucose- und Gummilésung ersetzt wird : Héchst belehrend 
ist, diese Frage zu beantworten, weil sie Infusionsmittel sind, die klinisch- 
therapeutisch am 6ftersten zum Gebrauchkommen. Ferner ist es auch sehr 
interessant zu erforschen, was fiir einen Einfluss eine Reihe Arzneimittel, 
die klinisch weitaus haufig Anwendung finden, auf die Wiederherstellung 
des Eiweisses und dessen k.o.D. ausiiben. 

Vorliegende Experimente wurden daher in der Absicht ‘unternommen, 
irgendwelche Beitrage zu diesem biologisch bedeutungsvollen Problem iiber 
das Bluteiweiss und dessen k.o.D. zu machen. | In der vorliegenden Mittei- 
lung werden die Versuche berichtet, wo isotonische Lésungen von NaCl, 
Glucose sowie’ Gummi arabicum verwendet wurden’ statt der Setumsalz- 
Lésung (Normosallésung), die gewéhnlich beim Versuch der Plasmapharesis 
zur Infusion mit Erythrocyten gebraucht worden ist. 

Versuchsmethodik: Beim Versuch wurden ausschliesslich gesunde 
Kainchen von etwa 2 kg Kérpergewicht gewahlt. Die Beschreibung betreffs 
der Ausfiihrung der Plasmapharesis wird hier unterlassen, weil sie. ganz 
dieselbe ist, wie von Fukuhara™ beschrieben worden ist. Die mit Erythro- 
cyten reinfundierte Flissigkeit wurde hierbei durch''0,9% NaCl-, 4,5% 
Glucose- sowie 6% Gummi-arabicum-Lésung ersetzt, nachdem zuerst die 
Wiederherstellung des Eiweisses und dessen k.o.D. durch Normosallésung 
untersucht worden war. Bei jedem Versuch wurden gleich nach der Aus- 
fihrung von Plasmapharesis sowie 3, 6, 24, 72, 96, 120, 144 Std. danach je 
1,5ccm Blut der Ohrvene entnommen, an jeder Blutprobe wurden die 
Hamoglobin-Konzentration ' '(Hgb.) mittelst des Fleischl-Mischer’schen 
Hamoglobinometers, das Serumeiweiss mittelst des Pul frich’schen Emtauch- 

‘refraktometers, der k.o.D. durch die Krogh und Nakazawasche 
Methode gemessen. Daritiber hinaus wurde wahrend des Verlaufs die Mes- 
sung des Kérpergewichts ufiternommen, um dén allgemeinen Einfluss auf 
Versuchstiere tiberhaupt vorstellen; zu kénnen. 
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1. Versuch mit Normosallésung. 


Nachdem der Versuch der Plasmapharesis bei 5 Kaninchen mit 
Normosallésung als Flissigkeit firs Reinfundieren vorgenommen wurde 
ebenso wie beim Versuch von Fukuhara” und Sibuya™, wurde der 
Modus der Wiederherstellung des Hgb., Serumeiweisses und dessen k.o.D. 
verfolgt. Die Ergebnisse stimmten im grossen und ganzen mit denen bein 
Versuch von Fukuhara” und Sibuya™ iiberein. Hgb. wies namlich 
wohl gleich nach der Plasmapharesis eine geringe Abnahme auf, verminderte 
sich aber mit der Wiederholung der Blutprobe weiter, zwar blieb der 
Prozentsatz dieser Abnahme unter 10%. Das Serumeiweiss nahm gleich 
nach Plasmapharesis in hohem Masse ab, naherte sich nach 24 Std. _ungefahr 
dem Anfangswert heran, hatte meist nach 48 Std. den Anfangswert tber- 
schritten ; im‘weiteren Ver- 
lauf nahm es noch mebr zu, Fig. 1. Veranderungen des Hamoglobins, des Serumei- 

weisses, des kolloid-osmotischen Drucks u s cks 
pag sich nach ungelabr “4 pro % des Blutes nach Siasalilitioate prices: a 
Std. wieder dem Anfangs- Normosalléung. (Durchschnittswerte in 22) 
wert heran zu nahern. 
Hingegen blieb die Wieder- 
herstellung des nach erfolg- 
ter Plasmapharesis _be- 
trachtlich erniedrigten k.ol 
D. im Vergleich mit derse-- 
ben des Serumeiweisses 
weit zuriick, sie erreichte 
erst nach 72 bzw. 96 Std. 
den Anfangswert und 
schwankte im weiteren Ver- 
lauf meist in der Nahe von Anfangswert. Deshalb erniedrigte sich der kolloid- 
osmotische Druck fiir 1% Eiweiss (Druck pro %) auch betrachtlich und néherte 
sich in 96 bzw. 120Std. dem Anfangswert. Dieser Zusammenhang ist in Fig. 
1 wiedergegeben, wo die prozentige Ab- und Zunahme des Durchschnitts- 


wertes von 5 Versuchsfallen gezeigt wird. 


Plasmephdresis 











II. Versuch mit.0,9% NaCl-Lésung. 


An 5 Kaninchen wurden der Plasmapharesisversuch mit 0,9% Na€l- 
Lésung anstatt der Normosallésung unternommen. Die Ergebnisse ‘lassen 
sich aus Fig. 2 verraten, die die prozentige Ab- und Zunahme im Durch- 
schnitt darstellt. 

Die Verinderung des Hgb. war beinahe gleich wie -beim Normosal. 
Der Prozentsatz der Abnahme des Eiweisses nach 3 und 6 Stunden war je 
23,8-31,9 und 19,2-26,0, d.h. etwa gleich wie beim Normosal. Die prozen- 
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tige Abnahme nach 24 Std. entsprach beim Versuch 3 und 5 demjenigen 
beim Normosal, bei iibrigen 3 Versuchen betrug sie aber je etwa 6, 7 und 
zeigte im Durchschnitt 6, wahrend dieser beim Normosal 2,3 war. Dies 
bedeutet, dass die Wiederherstellung des Serumeiweisses nach 24 Std. 
derjenigen beim Normosal unterliegt. Auch angesichts der zwischen 48 
und 120 Stunden aufgewiesenen Werte kann man erkennen, dass sich die 
Wiederherstellung in diesem Zeitraum verzégert gegeniiber derjenigen 
beim Normosal. In Bezug auf die Wiederherstellung des k.o.D., war sie 
im grossen und ganzen der beim Serumeiweiss 4hnlich. Die prozentige 
Abnahme von k.o.D. im Zeitpunkt von 3 und 6 Std. nach Plasmapharesis 
war namlich je 31,2-35,8 und 29,0-33,0, d.h. beinahe gleich wie beim 


_ Normosal, jedoch betrug 
Fig. 2 Veranderungen des Hamoglobins, des Serumei- sie nach 24 Std. bei je ‘ein 
weisses, des kolloid-osmotischen Drucks und des Drucks pro V h tiber 20 (295 
2¢ des Blutes nach Plasmapharesis. Versuch mit 0.9% ersucn uber ( aad 
NaCl-Lésung. (Durchschnittswerte in 9%) 28,0), ausgenommen 


again Versuch 5 mit 14,6, also 

5 war die Wiederherstel- 
lung des k.o.D. im Ablauf 
von 24 Std. schlecht ge- 
geniiber derjenigen beim 
Normosal. Dieselbe 
Tendenz war auch nach 
48 Std. deutlich zu 
bemerken und blieb auch 
af . . . nse Mezetsa) 1M Weiteren Verlauf un- 


veranderlich, bis der k.o. 
D. sich in 96-120 Std. an den Anfangswerte heranndherte. Der weitere 


Verlauf verhielt sich wie beim Normosal. Da die Erholung von k.o.D. nach 
34 bis 120 Std. im Vergleich mit der des Serumeiweisses noch starker ver- 
zogert, stellt sich der Druck pro% auch ein wenig verzégert im Vergleich 
mit dem beim Normosal. Dieser Zusammenhang wird ganz klar durch den 
Vergleich von Fig. ! und 2. Im Verhdltnis des Kérpergewichts ist keine 
nennenswerte Differenz bemerkbar. 

Aus dem Obigen-lasst sich kurz zusammenfassen, dass die Wiederher- 
stellung des Eiweisses, dessen k.o.D. und Drucks pro% im Zeitabschnitt von 
24 bzw. 120 Std. nach Plasmapharesis verzégert wird, wenn man anstatt 
der Normosallésung 0,9% NaCl-Lésung als Fliissigkeit, welche zu re- 
infundierende Erythrocyten suspendieren sollte, verwendet. Dies kommt 
aller Wahrscheinlichkeit nach daher, dass das Normosal, welches sog: 
Serumsalz ist, verschiedene Salz- und Pufferwirkung besitzt, so dass es die 
Eiweissmobilisation aus dem Depot erleichtert. Doch kann man behaup- 
ten, dass auch mit einfacher 0,9% NaCl-Lésung nur eine geringe Verzige- 
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rung wie die obige, namlich eine im grossen und ganzen dem Versuch mit 
Normosal nahestehende Eiweissmobilisation hervorgerufen wird. 


III, Versuch mit 4,5% Glucoselésung, 
' 


In dieser Versuchsreihe kam 4,5°% Glucoselésung anstatt der Normosal- 
lésung zur Anwendung. 5 Versuche wurden ausgefiihrt: Die durch- 
schnittlichen. Veranderungen der Versuchsdaten in Prozentsatzen sind in 
Fig. 3 dargesteilt. 

Die Veranderung des Hgb. nach erfolgter’ Plasmapharesis war nicht 
, SFr ieat 9 .wesentlich  verschieden ° 

Fig. 3. Veranderungen des Himoglobins, des Serumei- 2 2 . 
weisses, des kolloid-osmotischen Drucks und des Drucks pro we derjenigen beim 
2 des Blutes nach Plasmaphiresis. Versuch mit 4,522 Normosal. Die prozen- 
Glucoselésung. (Durchschnittswerte in 2) - tige Abnahme des Serum- 
eiweisses betrug nach 
3 und’ 6 Std. je 16,9- 
25,7 und 13,4-19,5, d.h. 
geringfiigig gegeniiber 
beim Normosal. Im 
Zeitabschnitt von 24 Std. 
erreichte es ungefahr das 
Niveau des Anfangs- 
werts, nur dass es beim 
Versuch 1, 4 und 5 dieses 
ein wenig iiberschritt. Im Durchschnitt betragt die prozentige Abnahme 
nach 24 Std. beim Glucose schon nur 0,1, also nimmt der Eiweisspiegel 
beinahe den Anfangswert ein, wahrend die Abnahme beim Normosal dabei 
noch 2,3 betragt, man kann sagen, dass beim Glucoge die Wiederherstellung 
des Eiweisses bis 24 Std. nach Plasmapharesis geférdert wird als beim 
Normosal, Wenn man aber den weiteren Verlauf beobachtet, wird 
erkannt, dass die Eiweisskonzentration beim Normosal immer zunimmt, so 
dass sie nach 72 bzw. 96 Std. den Anfangswert weit iibersteigt, wobei die 
prozentige Zunahme im. Durchschnitt 6 bzw. 6,5 zeigt, wahrend diejenige 
beim Glucose nur noch 1,3 bzw. 2,5 betragt. Dies bedeutet, dass das 
Serumeiweiss bei Glucoselésung schneller als bem Normosal den Sar 
wert erreicht, um spater in der Nahe desselben zu bleiben. 

Auch die Wiederherstellung des k.o.D, wird zwar bis zu den ersten 24 
Std. augenscheinlich geférdert als beim Normosal, aber geht spater (nach 
48-72 Std.) langsamer vor sich als beim Normosal, Die prozentige Abnahme 
ist nach 3, 6 resp. 24 Std., beim Glucose 25,5-28,9, im Durchschnitt 27,2, 
23,0-25,6, im Darchschnitt 23,8 resp. 15,0-18,9, im Durchschnitt 17,3, 
wahrend sie sich beim Normosal 29,2-33,9, im Durchschnitt 32,9, 26,5-30,1, 
im Durchschnitt 28,8 resp. 17,6-21,1, im Durchschnitt 19,2 belauft; namlich 
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beim ersteren ist die prozentige Abnahme gleichmassig niedriger. Dagegen 
nach Ablauf von 48 Std. lasst sich beobachten, dass diejenige Abnahme beim 
Normosal 10,4—15,3, durchschnittlich 12,7, beim Glucose aber 13,5-15,8, 
durchschnittlich 14,3 zeigt, weiter nach 72 Std. betragt sie beim Glucose 
9;4-13,6, der Durchschnitt bleibt noch immer 10,9, wahrend sie beim 
Normosal in einem. Versuch schon den Anfangswert iberschreitet und bei 
iibrigen Versuchen nahe an den Anfangswert herantritt. Mit anderen 
Worten, die Wiederherstellung des k.o.D., die im Ablauf von 24 Std. nach 
Plasmapharesis schneller vor sich gegangen ist, ist 48 bis 72 Std. nach 
derselben schon nicht mehr so sprunghaft wie beim Normosal und nimmt einen 
sanften Verlauf. Diese Tendenz setzt sich immer weiter fort, so dass das 
Anfangsniveau erst in 120-144 Std. beinahe erreicht wird, wahrend sie beim 
Normosal schon nach 72 bzw. 96 Std. der Fall ist. Demgemass nimmt sich 
der Druck pro % einen ungefahr parallelen Verlauf zum k.o.D. Betreffs 
des Verhaltnisses vom Kérpergewicht gibt es nichts Besonderes zu_be- 
tonen. 

Kurz zusammengefasst : beim Versuch mit Glucoselésung als Reinfusions- 
fliissigkeit geht die Wiederherstellung des Serumeiweisses und dessen k.o.D. 
nach der Plasmapharesis bis zum Ablauf von 24 Std. merklich schnéller als 
beim Normosal vor sich, weist aber im weiteren Verlauf keine so sprung- 
hafte Férderung wie beim letzteren auf, sondern geht allmahlich in der 
Hohe. : 
Dass die infundierte Glucose in der Leber und den Muskeln unter 
Spaltung und Resynthese verschiedene Verandérungen erfahrt, ist von einer 
Reihe Autoren, wie Parnas und Bér™, Baldes und Silberstein", 
Meyerhof*, Embden und Isaac", ferner Hayasaka'’, Kimura 
und Kato, Saito”, Hayasi*® u.a. an hiesiger Klinik bestatigt worden. 
Es unterliegt auch keinem Zweifel, dass der Stoffaustausch in der Leber 
und den Muskeln dadurch gesteigert wird. Andererseits haben es Yasu- 
da*, Kasugai*® Horikawa™®, Fukuhara, Kusano*w.a. an hiesiger 
Klinik festgestelit, dass die Leber und ‘Muskeln wichtigste Rolle als die 
Depotorgane der Eiweisskérper spielen. Es lasst sich also mit Recht vermuten, 
dass die Eiweissmobilisation aus der Leber und den Muskeln geférdert wird, 
was zum schnellen Wiederersatz des Plasmaciweisses nach Plasmapharesis 
fuhrt, wenn die Glucose zusammen mit Erythrocyten indie Blutbahn infundiert 
wird. Die langsame Erholung des Eiweisses und dessen k.o.D. nach dem 
Zeitablauf von 48 Std. beruht sehr wahrscheinlich darauf, dass das Depoteiweiss 
schon im Anfangsstadium zum gréssten Teil mobilisiert worden ist, ferner 
dass sich die Wirkung des infundierten Zuckers erschépft hat, so dass die 
sprunghafte Zunahme im spateren Verlauf, die beider Infuston der Normosal- 
lésung auftritt, hier sich nicht nachweisen lasst. 
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, IV. Versuch mit 6% Gummilésung. 


Als letzter Versuch wurde die Reinfusion nach Plasmapharesis mit 6 
°/ iger Gummilésung vorgenommen. Es wurde Gummi arabicum (Merck) 
in der Konzentration von 6% in der physiologischen Kochsalzlésung gelést 
und mit Kalziumkarbonat neutralisiert. Da die 6% Gummilésung an 
sich nicht wenige Brechung bei Refraktometrie aufweist, so dass ‘deren 
Skalenteil ungefaéhr 34 zahit, darf man die beobachtete refraktometrische 
Werté nicht ohne weiters als Serumeiweisskonzentration annehmen, wenn 
diese Gummilésung in die Blutbahn infundiert wird. Weil aber die Bre- 
chungen des Eiweisses und des Gimmis keine mathematische Addition 
darstllt, so hat man im vorliegenden Experimente den Refraktometerwert als 
Eiweisskonzentration angesehen, indem man auf das Vorhandensein des 
Gummis arabicum Riicksicht genommen hat. Auch auf diese Weise kam 
beim Experiment keine bedeutende Abweichung vor, iiberdies bestahd bei 
deren Beurteilung keine besondere Schwicrigkeit. 

Da die in solchet 

Fig. 4, Veranderungen des Hamoglobins, des Serumei- Weice gewonnenen Re 
weisses, des koiloid-osmotischen Drucks und des ~ : 

Drucks pro % des Blutes nach Plasmaphiaresis. Versuch sultate bei alien 5 Vers 

mit 69 Gummilésung. (Durchsclhnittswerte in 22) suchsfallen in keinem 

Ptasmapharests Widerspruch betreffs 


cle der Tendenz der Ver- 
, anderungen zucinander 
stehen, wird in Fig. 4 
die prozentige Ah- und 
Zunahme im Durch- 
schnittswerte dargestellt. 

Nach Czerny,* 
Kruse”, Nonnen-+ 
«ae ameeoe)| bruch®;  Foyeshi- 

ma*™®, Ito™® ua. soll die 
Hydramiiec infolge der Infusion von Gummilésung cintreten. Im vorliegenden 
Versuch war aber in bezug auf die Beziehung des Hgb. keine nennenswerte 
Abweichung zu bemerken gegeniiber dem Versuch mit) Normosal. Dies 
kénnte wohl daher kommen, dass bei der Plasmapharesis dieselbe Menge von 
Flissigkeit wie die entzogene Bhutfitissigkeit infundiert wird, so dass ¢s/unter 
verschiedener Bedingung steht als beim Versuch, in dem die Infysion der 
Gummiflissigkeit beim unbehandelten Tiere durchgefithrt wird. 

Die prozentige Abnahme des Serumeiwetsses betrug 3.Std. nach Plasma 
pharesis' 18,0+-27,4, durchschnittlich 23,0, d.h. weniger als beim Normosal; 
dartber soll hier nicht mit Gewicht crwahnt werden, weil és zweifélhaft ist; © 
ob bei der refraktometrischen Messung die Brechung des Gummis mitgewirkd 
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hatte. Von 6 Std. nach Plasmapharesis an war jedoch der Grad der pro- 
zentigen Abnahme im Vergleich zum Normosalversuch immer auffallend’ 
grésser. Der,Durchschnitt der prozentigen Abnahme im Ablauf von 24 Std., 
wo der Eiweisspiegel beim Normosal schon dem Anfangsniveau angenahert 
hatte, stand noch immer grésser (15,1), nach 48 Std. war sie 10,2, auch nach 
92 und 76 Std., wo beim Normosal das Anfangsniveau weit tibertroffen 
worden ist, betrug sie noch 5,9 resp. 4,6 und erst nach 120 Std. konnte der 
Eiweisswert sich endlich bis nahe dem Anfangswert erholen. Es unterliegt 
also keinem Zweifel, dass hier die Wiederherstellung des Serumeiweisses eine 
betrachtliche Verzégerung erleidet. 

Was die Veranderung des k.o.D. anbetrifft, so ist seine Abnahme bis 
zu den ersten 24 Std, nach Plasmapharesis zwar bedeutend niedrig, aber 
ihre Wiederherstellung ging von 48 Std. an dusserst langsam vor sich. Die 
prozentige Abnahme war namlich 3,6 resp. 24 Std. nach Plasmapharesis je 
10,1-17,1, durchschnittlich 14,7, 13,8-19,0, durchschnittlich 16,8 resp. 10,1- 
14,9, durchschnittlich 13,0; der, Durchschnittswert war also auffallend 
kleiner als Normosalversuch, in dem der entsprechende Durchschnitt je 32,9, 
28,8 resp. 19,2 betrug. Im spateren Zeitablauf erfolgte die Wiederherstel- 
lung langsam, indem die prozentige Abnahme im Durchschnittswert nach 
48 Std. 13,3, nach 72 Std. 8,4, nach 96 Std. 7,0 war, auch nach 120 Std. zeigte 
sie eine Grésse von6%. Erst nach 144 Std. konnte nurin 2 Versuchen der 
Anfangswert erreicht werden. 

Der Druck pro%, stieg, anders als in anderen Versuchsreihen, in 3 Std. 
nach der Infusion erheblich an, dessen prozentige Zunahme belief sich im 
Durchschnitt auf 11,2, dieselbe betrug nach 6 Std. 9. Er-erniedrigte sich 
aber nach 24 Std. bis ziemlich nahe dem Anfangswert, sank nach 48 Std. 
niedriger als der Anfangswert herab, im spateren Verlauf kam er in der 
Mehrzahl der Falle allmahlich immer herunter, jedoch zeigte sich nach 
144 Std. Tendenz wieder auf den Anfangswert hin zu steigern. 

. Kurz zusammenfassend, kann man sagen: nach Plasmaphiresis mit 
Gumimilésung verzégert sich die Wiederherstellung des Sérumeiweisses 
durch den ganzen Verlauf erheblich; die Erniedrigung des k.o.D. ist bis 24 
Std. nach Plasmaphiresis geringgradig, so dass der Druck pro % eine erheb- 
liche Zunahme aufweist:' Weil aber im spateren Stadium der k.o.D. sich 
sehr langsam wiederherstellt, sinkt der einmal angestiegene Druck pro % 
von 48 Std. an augenscheinlich tiefer als -der Anfangswert herab. Das 
Kérpergewicht verminderte sich beim-Gummiversuch, ein Verhalten, das 
weit anders als beim Normosal-, Na@l+ und Glucoseversuch ist. Onozaki 
und Sanada* an der hiesigen Klinik haben bemerkt, dass, wenn man 
Gummilésung beim normalen Kaninchen in die Blutbahn infundiert,das 
’ Eiweiss-N eine Abnahme erleidet, wahrend der k.o.D. sich erheblich erhoht, 
demgemass auch der Druck pro%, eine: auffallige Zunahme aufweist, und 
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fihrten Eiweissveranderung auf die Mobilisation der Eiweisskérper von 
kleiner Form aus den Eiweissdepotorganen wie der Leber zuriick: Yama- 
moto” konnte diese Annahme bestatigen, indem ef bei den Untersuchungen 
von gleicher Versuchsanordnung weiterhin die Messung des Gewebseiweisses - 
von Leber, Niere und Gehirn vornahm. Die in vorliegenden Untersuchun- 
gen erhobene Befunde, dass bis 24 Std. nach Infusion der Gummilésung 
die Erniedrigung des k.o.D. auffallend gering war im Vergleich mit der 
Abnahme des Eiweisses, demgemiass der Druck pro % eine deutliche Zu- 
nahme aufwies, kénnten mit aller Wahrscheinlichkeit durch die Mobili- 
sation der Eiweisskérper von kleineren Form aus den Depotorganen erklart 
werden, wie es Onozaki und Sanada*™ behauptet haben. Andererseits 
nach Yamaura®, Toyoshima™, Dick, Warwig und Anderesch*™, 
und Gibson® u.a. soll das Gummi arabicum sich bald im reticuloendo- 
therialen System, in der Leber und Niere ansiedeln, um da eine histologisch 
nachweisbare Degeneration hervorzurufen. Dass sich die Wiederher- 
stellung des Eiweisses und dessen k.o.D. 24 Std. an sehr verzégert, ist darauf 
zuriickzufthren, dass die das Bluteiweissbild regulierenden Depotorgane 
Degeneration unterlegen sind. Dies versteht sich auch dadurch, dass, 
wahrend bei den Normosal-, Kochsalz- sowie Glucoseversuchen die Tiere 
keine Abnahme des Kérpergewichtes, sondern sogar éfters Zunahme dessel, 
ben aufweisen, beim Gummiversuch aber die Mehrzahl der Versuchstiere 
im spateren Versuchsstadium, also von 48 bzw. 72 Std. an dem Kérper- 
gewichtsabfall unterliegen. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Beim Plasmaphiresisversuch an Kaninchen kamen als Fliissigkeit, in 
welcher die zu reinfundierenden Erythrocyten suspendiert werden sollten, 
ausser Normosallésung, 0,9°, NaCl-, 4,5°% Glucose- sowie 6% Gummilésung 
zur Anwendung; es wurden die Abweichungen im Vorgang der Wiederher- 
stellung vom Bluteiweisskérper und dessen k.o.D. je nach den verschiedenen 
Lésungen ermittelt, was folgendes ergab: 

1. Bei Reinfusion der Normosallésung: Der Serumeiweisspiegel 
nimmt direkt nach Plasmapharesis zwar merklich ab, aber nahert sich nach 
24 Std. ungefahr dem Anfangswert, iiberschreitet diesen meist schon nach 
48 Std., nimmt im weiteren Verlauf noch mehr zu, nahert sich im Zeitablauf 
von 144 Std. wieder dem Anfangswert an. Dagegen geht die Wiederher- 
stellung des k.o.D., der nach Plasmaphiaresis merklich abgenommen hat, 
weit zégernd von sich im Vergleich mit der des Serumeiweisses. Der k.o.D. 
erreicht erst nach 72 bzw. 96 Std. den Anfangswert, im weiteren Verlauf 
meist um diesem schwankend. Demgemiss nimmt auch der Druck pro % 
erheblich ab und nahert sich nach 96 bzw. 120 Std. dem Anfangswert heran. 
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2. Bei 0,9% NaCl-Lésung: Hierbei bemerkt man die Wiederherstel- 


lung des Eiweisses und dessen k.o.D., die im grossen und ganzen. derselhen 
beim Normosalversuch nahekommt, sie ist aber im Zeitabiayt von 24 bzw. 
120 Std. etwa yy ah} 

3: Bet 45% Glucoselsung: Die Wiederherstellung des Eiweisses 
und dessen k.oD. wird bis 24 Std. nach der Infusion erheblich beschleunigt 
als beim Normosal, aber im weiteren Verlauf nahern sie sich allmahlich 
dem Anfangswert in sanftem Schritte, ohne eine so sprunghafte Wieder- 
herstellung wie beim Normosal zu zeigen. 

4. Bei 6% Gummilésung: Im ganzen Verlauf stellt das Serumeiweiss 
recht langsam wieder her, weil aber dabei die Senkung von k.o.D. eine 
ganz gering ist, lasst sich eine erhebliche Zunahme des Drucks pro % 
hachweisen. Im spateren Zeitabschnitt ist die Wiederherstellung des k.o. 
D. verzégert, mithin sinkt der Druck pro %, der einmal angestiegen ist, 
von 48 Std. an merklich tiefer als der Anfangswert hinunter. 

0,9% NaCl-, 4,5% Glucose- und 6% Gummilésung kommen als sog. 
isotonische Lésung allgemein klinisch zum sehr weiten Gebrauch; ihr 
Einfluss auf den Organismus fasst recht verschiedene Gebiete um. Bisher 
ist és aber noch nicht geklart, was fiir einen Einfluss die genannten Lésungen, 
wenn sie als Ersatz der rasch abgenommenen Blutflissigkeit reinfundiert 
wordeén sind, auf das Verhalten der Wiederherstellung des Serumeiweisses 
und dessen k.o.D. ausiiben. Aus den in vorliegenden Untersuchungen 
erhobenen Ergebnissen geht klar hervor, dass das Bluteiweiss sowie dessen 
k.o.D., der sowohl klinisch als auch biologisch von grosser Bedeutung ist, 
je nach der Arten der Reinfusionsfliissigkeit verschiedenes Verhalten bei 
der Wiederherstellung aufweisén. Man komrite erkennen, dass 0,9°% NaCl- 
und 4,5% Glucoselésung, abgesehen von einigen Abweichungen, im grossen 
und ganzen dem Normosal, dem Serumsalz, gleichkommen und dass die 
Wirkung der 6% Gummildsung, obwohl sie in bezug auf den k.o.D. voriiber- 
gehend einen gitnstigen Einfluss ausiibt, im weiteren Verlauf, vom Stand- 
punkt des Eiweisses und dessen k.o.D. aus betrachtet, den anderen beiden 
Lésungen anscheinend nachsteht. Hieraus Idsst sich schliessen, dass die 
Gummilisung in dem Fall, wo man einen vorlaufigen Anstieg des k.o.D. 
eilends hervorzurufen braucht, zwar vorteilhaft, doch ihre wiederholte 


Infusion vielmehr umzugehen ist. 
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Experimentelle Beitrgie zur Wiederherstellung 
des Bluteiweisses sowie dessen kolloid- 
osmotischen Drucks. 


Il. Beeinflussung der Wiederherstellung des Bluteiweisses sowie dessen 
kolloid-osmotischen Drucks nach Plasmapharesis 
durch einige Sulfonamidpraparate. | 


Von 


Shoiti Mori 
@ £ —) 
(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. Kato, 
Tohoku-Universitaét zu Sendai.) 
(Received for publication, January 12, 1944) 


Es ist eine bekannte Tatsache, dass die Sulfonamidpraparate manch- 
mal die Nebenwirkung haben, die hamatopoetische Wirkung zu beeintrach- 
tigen (Hageman'’, Kreugmannu. Carr’, Young’) oder Funktionsstérun- 
gen der Leber und Niere herbeizufiihren (Yen u. Kin‘, Oyamada'). Dass 
das Bluteiweiss, mithin sein kolloid-osmotischer Druck (k.o.D.) einer bestimm- 
ten Beeinflussung durch das. Retikuloendothelialsystem, die Milz, das 
Knochenmark usw. ausgesetzt ist, wurde von Koseki®, Fukuhara’ und 
Nihei® nachgewiesen. Die Tatsache, dass die Leber und Niere in der , 
Regulation der Bluteiweisskérper und des k.o.D. eine sehr wichtige Rolle 
spielen, ist schon durch so zahlreiche Studien der Autoren an der hiesigen 
Klinik bestatigt, dass man einschlagige Angaben nicht einzeln anzufiihren 
braucht. Daher liegt die Annahme sehr nahe, dass die Bluteiweisskérper 
infolge Verabreichung von Sulfonamid-Praparaten irgendeinen Einfluss 
erleiden miissen. 


In der Literatur liegen nur wenige diesbeziigliche Mitteilungen vor. Oya- 
mada? berichtete, dass infolge Verabreichung von Sulfonamidpraparaten das 
Serumeiweiss, besonders das Globulin im Blute zuerst zu, aber spater abnimmt; 
Tsutani? beobachtete hingegen leichte Abnahme des Serumeiweisses mit re- 
lativer Zunahme des Globulins. Tsutiya'’ untersuchte den Einfluss der 
Sulfonamidpraparate auf den Rest-N des Blutes und gelangte zu dem Schluss, dass 
Sulfanylamid, Sulfapyridin und Sulfathiazol einen Eiweisszerfall herbeifiihren, 
da bei dauernder Anwendung von diesen Mitteln schliesslich der Rest-N Zunahme 
zeigt, wenn auch diese verschiedenen Grades ist. 


Auf Grund der obigen literarischen Angaben kann man leicht anneh- 
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men, dass der Verlauf der Wiederherstellung des Bluteiweisses und dessen 
k.o.D. nach der Plasmaphiresis, der in der I. Mitteilung™ untersucht worden 
ist, infolge dauernder Anwendung von Sulfonamidpraparaten irgendeinen 
Einfluss erleidet. Da die Sulfonamidpraparate in der Gegenwart therapeu- 
tisch auf verschiedenen Gebieten und zwar manchmal in grossen Dosen 
dauernd angewendet werden, wurden die vorliegenden Vorsuche in der 
Absicht durchgefiihrt, mittels der Methode. der Plasmapharesis zu unter- 
suchen, wie das biologisch bedeutungsvolle Bluteiweiss und dessen k.o.D. 
von den betreffenden Praparaten beeinffusst werden. 


Versuchsmethode. 


Zum Versuche dienten gesurnide erwach’ene Kaninchen von ungefahr 2 
kg Kérpergewicht. Als Sulfanylamid wurde 5% iges Therapol (Daiiti), als 
Sulfapyridin 10% iges Adiplon (Siono) und als Sulfamethylthiazol 5 %iges 
Neo-Diseptal (Chugai) benutzt. Pro kg Kérpergewicht 0,05g von jedem 
Mittel, d. h. 1,0ccm Therapol, 0,5ccm Adiplon und 1,0cm Neo-Diseptal 
wurden den Versuchstieren unmittelbar vor der Ausfihrung de? Plasma- 
pharesis, sowie nach erfolgter Plasmapharesis 6 Tage lang taglich im niich- 
ternen Zustand eine Stunde vor der Blutentnahmeésubkutan injiziert. Nach 
der gleichén Versuchsanordnung und Methode wie in der I. Mitteilung 
wurden das Hamoglobin (Hgb.), das Serumeiweiss und dessen'k.o.D bestimmt. 
Im Vergleich zu eine Woche langem Gebrauchi bei Menschen sind die Dosen 
von angewendeten Sulfonamidpraparaten nicht gerade iibermassi¢. 

Da in der vorliegenden Versuchsreihe als Fliissigkeit, mit der man zu 
reinfundierende Erythrozyten suspéndierte, immer die Normosallésung 
gebraucht wurde, wurden die Durchschnittswerte der Normosalversuche 
in der 1. Mitteilung als Kontrollergebnisse zum Vergleich herangézogen. 


I. Therapol. 


5 Versuche wurden ausgefiihrt. Die prozentuale Ab- und Zunahme 
der Durchschnittswerte sind in Fig. 1 wiedergegeben. 

Das Heb. verhailt sich im Ablauf von 72 Std. nach Plasmapharesis im 
grossen und ganzen’ ahnlich wie in den Kontroliversuchen, neigt aber im 
weiteren Verlauf zur langsarnen Senkung. Infolge dauernder Injéktion 
von, Therapol kann man namlich nach 72 Std. und spater gegeniiber den 
Kontrollé gréssere Abnahme des Hgb. beobachten. Die Wiederherstellung 
des Serumeiweisses erfolgt wohl, wie man aus Fig. 1 ersieht, nach 24-48 
Std. nahezu gleich wie in den Kontrollversuchen, aber im weiteren Verlauf 
verlauft sie abgesehen von einem (Versuch 4,), indem das Serumeiweiss wie 


in den Kontrollverstichen ibernormal zunimmt, nur nahé von dem Anfangs- 
wert oder erreicht diesen nicht (Versuch 3), und zwar sinkt es in einig,, 
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Fig. | Veranderungen des Hamoglobins, des . Versuchen (i, 3 und 5) 
Serumeiweisses, des kolloid-osmotischen Drucks und des nach 72-96 Std, und 
Drucks pro ?¢ des Blutes nach Plasmapharesis. Versuch spater deutlich unter den 

mit Therapol. (Durchschnittswerte in 9%) Anfangswert. Der ‘ko. 

D. zeigt von Anfang an 

im Vergleich mit den 

Kontrollergebnissen et- 

was héhergradige Abnah- 

me, die prozentuale 

Abnahme betragt 3, 6 

cmmemee Sereibyienssl und 24 Std. nach Plasma- 

saeco phiaresis 32,7-36,3 (durch- 

jinn SmaynanS schnittlich 34,5), :30,7- 

34,9 (durchschnittlich 

$3,1) bzw. 19,5-23,0 

(durchschnittlich 20,7) ; die entsprechenden Durchschnittswerte in den Kon- 

troliversuchen betragen 32,9, 28,8 bzw. 19,2. Im weiteren Verlauf, insbeson- 

dere nach 72-96 Std. und spater ist die Wiederherstellung des k.o.D. sehr 

schlecht, er zeigt namlich ohne Ausnahme wieder die Neigung ‘zur Ver- 

minderung. Die durchschnittliche prozentuale Abnahme betragt 96, 120 
und 144 Std. nach Plasmapharesis 6,5, 8,3 bzw. 10,0. 

Aus dem Gesagten geht hervor, dass die Wiederherstellung des Ei- 
weisses bis Ablauf von 48 Std. ahnlich wie in dén Kontrollversuchen, danach 
aber nur massig erfolgt, und zwar nach 72 Std. und spater das Eiweiss zur 
Verminderung neigt, wahrend der k.o.D. bereits von Anfang an eine 
schlechte Wiederherstellung zeigt, namentlich nach 72-96 Std. und spater 
Verminderung des Eiweisses parallel abnimmt. Die Wiederherstellung des 
kolloid-osmotischen Drucks‘fiir 1% Eiweiss (Druck pro %) ist im grossen und 
ganzen verzégert, wenn sie auch in paar Versuchen annahernd normal erfolgt. 

Kurz, aus den Versuchen mit Therapol ergab sich, dass das Hgb. nach 
72 Std.' und spater abnimmt, die ‘Wiederherstellung des Serumeiweisses 
nach 48 Std. und spater schlecht vor sich geht, indem das Serumeiwéiss 
nach 72-96 Std. und spater Abnahme zeigt, wahrend die Wiederherstellung 
des k.o.D. von Anfang an etwas verzégert ist, besonders nach 72-96 Std. 
und spater der k.o.D. der Verminderung des Eiweisses parallel sich verringert. 

Was das Kérpergewicht anbelangt, nimmt ¢s im Laufe des Versuchs 
ab, wahrend es in den Kontrollversuchen mehr oder weniger zunimmt. 


~ 
” 
; Plasma pheresss 
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II. Adiplon. 


Ebenfalls wurden 5 Versuche durchgefiihrt. Die durchschnittliche 
prozentuale Ab- und Zunahme sind in Fig. 2 kurvenmissig wiedergegeben. 
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: nee ° Hgb. zeigt Fig. 2. Verinderungen des Hamoglobins, des 
gleich wie in den Kon- kolloid-osmotischen Drucks und des Drucks ‘ts % des 
trollversuchen _allmah- Blutes nach Plasmaphiresis. Versuch mit Adiplon. 
liche Abnahme, die etwas (Dufchschnittswerte in 
starker ist als in diesen, 
aber schwacher als beim 
Therapol. Das Serumei- 
weiss zeigt in Durchsch- 
nittswerten fast ahnliche 
Wiederherstellung wie 
in den _ Kontrollver- 
suchen. Wenn man 
aber im einzelnen beo- 
bachtet, so findet man, ~ : = + ze Wii) 
dass das Serumeiweiss in 
einigen Versuchen einen Verlauf nimmt, wie er in den Kontrollversuchen 
nie beobachtet wurde. In Versuch 4 namlich erfolgt die Wiederherstellung 
des Serumeiweisses im Verlauf von 24 Std. ahnlich wie in den Kontrollver- 
suchen, danach ist sie“aber schlecht, und am Versuchsende nimmt das 
Serumeiweiss etwas ab, ohne den Anfangswert wieder zu erreichen, In den 
Versuchen | und 3 nimmt das Serumeiweiss am Versuchsende, d.h. nach 120 
oder 144 Std. plétzlich subnorm ab, wahrend es vorher einen normalen 
Verlauf nimmt. Wenn auch das Serumeiweiss im grossen und ganzen nor- 
male Wiederherstellung zu zeigen scheint, zeigt es manchmal schlechte 
Wiederherstellung oder nimmt nach dauvernder Anwendung plétzlich ab, 
was wohl auf individuellen Verschiedenheiten zuriickzufiihren ist:’ Die Wie- 
derherstellung des k.o.D. erfolgt, wie aus Fig. 2 klar ersichtlich ist, im An- 
fangsstadium, d.h. 3,6 und 24 Stunden nach Plasmapharesis ahnlich wie 
in den Kontrollversuchen. Im weiteren Verlauf nach 48 Std. aber kommt 
der k.o.D., abgesehen von Versuch 2, in dem er nach 120 Stunden den An- 
fangswert wieder erreicht, in den ibrigen Versuchen nicht auf das friiheren 
Niveau zurick, und zwar in 3 Versuchen (1, 3 und 4) neigt er nach 96 Std, 
und spater deutlich zum Absinken, Die Wiederherstellung des Drucks 
pro % ist, wenn er sich auch nur in Versuch 4 den Kontrollwerten nahert, 
im grossen und ganzen verzégert, der Grad der Verzégerung ist fast gleich 
wie in den Therapolversuchen, 

Das Kérpergewicht nimmt im Verlaufdes Versuchs ab, der Prozentsatz 
der Abnahme ist aber niedriger als bei Therapolversuchen. 

Kurz, in den Versuchen mit Adiplon vermindert sich das Hgb., zeigt 
das Serumeiweiss ahnliche Wiederherstellung wie in den Kontrollversuthen. 
Manchmal zeigt es aber je nach ‘den individuellen Verschiedenheiten 
schlechte Wiederherstellung oder nach dauernder Anwendung plitzliche 


Plasmaphdrests 
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Abnahme. Die Wiederherstellung des k.o.D, geht im Ablauf von 24 Std. 
nach Plasmapharesis ahnlich wie in den Kontrollversuchen vonstatten, doch 
nach 48 Std. und spater im allgemeinen schlecht. In mehreren Versuchen 
setzt sich der k.o.D. nach 96 Std, plétzlich herab. Die Wiederherstellung 
des Drucks pro % ist ebenfalls verzégert. 


III. Neo-Diseptal. 


Die durchschnittliche prozentuale Ab- und Zunahme der an 6 Plasma- 
pharesiskaninchen gewonnenen Bestimmungsdaten sind in Fig. 3 kurven- 
massig wiedergegeben. 

Das Hgb. nimmt 


Fig. 3. Veranderungen des Hamoglobins, des 


Serumeiweisses, des kolloid-6smotischen Drucks und des gleich wie in den Kon- 
Drucks pro 9 des Blutes nach trollversuchen allmah- 


Plasmapharesis. Versuch mit Neo-Diseptal, a. lich ab, auch der Grad 
(Durchschasttswerte in 76) der Abnahme ist nicht 
Plasmdiphurenis besonders verschieden 
| . von dem in den Kon- 
trollversuchen. Esist in 

der Tat bemerkenswert, 

dass das Hgb. durch 

Darreichung von Neo- 

Diseptal nicht beeinflusst 

wird, wahrend es _ bei 

Verabreichung von 

120 waist) Lherapol und Adiplon 
mehr als in den Kontroll- 

versuchen abnimmt. Das Serumeiweiis tritt, wie man aus Fig. 3 ersieht, 3, 
6 und 24 Std. nach Plasmapharesis an die Kontrollwerte heran. Wahrend 
das Serumeiweiss in einigen Versuchen mit Therapol und Adiplon im weiteren 
Verlauf seinen Anfangswert {nicht wieder erreichen konnte, tiberschreitet 
es in vorliegender Versuchsreihe nach 48-72 Std. den Anfangswert und 
nimmt dann bald iibernormal wie in den Kontrollversuchen zu, um sich 
spater dem Anfangswert anzunahern, bald fallt es etwas unter ihn. Man 
kénnte wohl sagen, dass die Wiederherstellung des Serumeiweisses im ganzen 
genommen nicht sehr verschieden{von der in den Kontrollversuchen erfolgt. 
Die Wiederherstellung des k.o.D. zeigt im Ablauf von 48 Std. nach Plasma- 
pharesis keine bedeutenden Unterschiede von der in den Kontroll- 
versuchen. Im weiteren Verlauf nahert sich der k.o.D. in den Versuchen 
1 und 4 nach 72 Stunden sehr dem Anfangswert, um ihn spater vollstandig 
zu erreichen und eine vollkommene Wiederherstellung wie in den Kontroll- 
versuchen zu zeigen. Inden 3 ibrigen Versuchen (2, 3 und 5) neigt es am 
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Versuchende zur Erniedrigung, deren Grad ist aber im. Vergleich mit der 
bei Therapol- und Adiplonversuchen schwacher. Die Wiederherstellung des 
Drucks pro % weist im Anfangsstadium, d-h. im Ablauf von 48 Std. nach 
Plasmaphiresis gegeniiber der Kontrolle keine erhebliche Veranderungen 
auf, ist aber im weiteren Verlauf. verzégert. 

Das Kérpergewicht zeigt keine bestimmte Tendenz der Ab- oder Zu- 
nahme. Da er indessen inden Kontrollyersuchen immer zunimmt, kénnte 
man sagen, dass es bei Anwendung von Neo-Diseptal etwas abnimmt, selbst- 
verstandlich leichtergradig als bei Versuchen mit Therapol und Adiplon. 

Kurz, gibt man den Versuchstieren Neo-Diseptal, so sind der Grad 
der Abnahme des Hgb. und die Wiederherstellung des Eiweisses annahernd 
die gleichen wie die in den Kontrollversuchen. Die Wiederherstellung 
des k.o.D. geht im Ablauf von 48 Std. nach Plasmapharesis nicht sehr 
verschieden vonstatten; spater nimmt der k.o.D. in der Halfte der Versuche 
einen ahnlichen Verlauf wie in.den Kontrollversuchen, fallt aber in der 
anderen Hialfte etwas ab am Versuchsende. Der Druck pro %, zeigt wohl 
bis nach 48 Std. keine bemerkbaren Veranderungen, aber im weiteren 
Verlauf ist seine Wiederherstellung verzégert. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


An Kaninchen wurde der Einfluss der Sulfonamidpraparate, Therapol, 
Adiplon und Neo-Diseptal, auf die Wiederherstellung des Bluteiweisses 
und dessen ‘kolloid-osmotischen Drucks (k.o.D.) nach der Ausfiihrung der 
Plasmapharesis hin untersucht. Aus Vergleich der gewonnenen Betim- 
mungsdaten mit den der Normosalversuche in der 1. Mitteilung als Kontrolle 
ergaben sich folgende Resultate: 

1. Therapol: Das Hgb. vermindert sich im weiteren Verlauf nach 72 
Std. zu héheren Satzen als in den Kontrollversuchen, die Wiederherstellung 
des Serumeiweisses ist nach 48. Std. und spater verzégert, und sogar im 
weiteren Verlauf nach 72-96 Std. setzt sich der ‘Eiweisspiegel herab. Die 
Wiederherstellung des k.o.D. ist von Anfang an etwas schlecht, und nach 
72-96 Std. und spater verringert sich der k.o.D. ausnahmslos. Die Wieder- 
herstellung des Drucks pro % (k.o:D. pro 1 % Eiweiss) ist im grossen und 
ganzen verzégert. 

2. Adiplon: Das Hgb. nimmt ab, der Prozentsatz der Abnahme ist 
im ‘Vergleich mit dem bei Therapol leichtergradig, wenn er auch grésser 
ist als bei den Kontrollversuchen. Die’Wiederherstellung des Serumeiweisses 
erfolgt ahnlich wie in den Kontrollversuchen, je nach den individuellen 
Verschiedenheiten zeigt das Serumeiweiss aber in wenigen Versuchen 
schlechte Wiederherstellung oder nimmt nach dauernder Anwendung 
plétzlich ab. Die Wiederherstellung des k.o.D. geht bis nach 24 Std. fast 
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gleich wie in den Kontrollversuchen vonstatten, im weiteren Verlauf | nach 

48 Std. aber stellt sich der k.o.D. schlecht wieder her und setzt sich manch- 
mal nach 96’ Std. und spater rasch herab. Die Wiederherstellung des 
Drucks pro % ist im grossen und ganzen verzdgert. 

3. Neo-Diseptal: Der Grad der Abnahme des Hgb. und die Wieder- 
herstellung des Eiweisses sind annahernd die gleichen wie die in den Kon- 
trollversuche. Der k.o.D. weist wohl bis nach 48 Std. gegeniiber der 
Kontrolle keine. besonderen Veranderungen auf, im spateren Verlauf 
nimmt er in der Halfte der Versuche einen ahnlichen Verlauf wie in den 
Kontrollversuchen, in der anderen Halfte aber setzt er sich am Versuchsende 
etwas herab. Die Wiederherstellung des Drucks pro % ist -_ 48 Std. 
und spater etwas verzégert. 

4. Das Kérpergewicht nimmt bei allen Mitteln ab, und zwar ist der 
Grad der Abnahme bei Therapol am héchsten, diesem folgt Adiplon und bei 
Neo-Diseptal ist er nur gering. 

Wenn man die obigen Resultate vergleichend beobachtet, so sieht man, 
dass der Prozentsatz der Abnahme des Hgb. bei Therapol am héchsten ist, 
diesem folgt Adiplon, und bei Neo-Diseptal ist er fast gleich wie in den 
Kontrollversuchen. Die hamatopoetische Stérung ist also bei Therapol 
am gréssten, Adiplon folgt ihm und bei Neo-Diseptal scheint keine solche 
Stérung beobachtet zu werden. Wenn man die Wiederherstellung des 
, Eiweisses und des k.o.D. mit der in den Kontrollversuchen vergleicht, so 
geht sie bei Therapol am schlechtesten vonstatten, ihm folgt Adiplon, bei 
Neo-Diseptal ist sie nur leicht verzégert. Die Wiederherstellung des 
Drucks pro % ist bei allen Mitteln beinahe gleichgradig verzégert. 

Die angewendeten Mittel iiben namlich auf die Eiweissmobilisation 
aus den Eiweissdepots, welche nach Ausfiihrung der Plasmapharesis auftritt, 
mehr oder weniger schadlichen Einfluss aus,’indem sie quantitativ Herab- 
setzung der Mobilisation und qualitativ Erniedrigung des k.o.D. hervor- 
rufen, d.h. grobe, unreife Eiweissteilchen in den Kreislauf einrufen, wobei 
das Therapol am starksten und das Neo-Diseptal am schwachsten einwirken. 

Aus dem Gesagten geht hervor, dass wenigstens der Hamatopoese und 
der Regulation des Bluteiweisses das Therapol am schadlichsten, diesem 
folgt das Adiplon, wahrend das Neo-Diseptal nur ein wenig schadlich ist. 

Wenn man auch sagt, dass die allgemeine Giftigkeit der Sulfonamid- 
praparate je nach dem Anwendungsmodus verschieden ist (Marshall, 
Bratton u. Litchfield”, Barlow, Raiziss, Rosenthal, Chen" 
u.a.), scheint doch nach Angaben der Autoren Van Dyke’, Meier’, 
Marshall, Akiba” u.a. bei subkutaner Darreichung Sulfapyridin die 
starkste Giftigkeit zu haben, Sulfanylamid ist weniger und Sulfathiazol ist 
am wenigsten giftig. Aus den vorliegenden Versuchen stellte sich heraus, 
dass, wenn man hauptsachlich auf die Hamatopoese und die Wiederher- 
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stellung des: Riweisses und dessen k.o.D.. sein Augentnerk richtet, das 
Therapol am schadlichsten und Adiplon und Neo-Diseptal diesem folgen. 
Wenn auch die vorliegenden Ergebnisse mit Angaben der Autoren darin 
ubereinstimmen, dass die Giftigkeit von Neo-Diseptal am schwachsten ist; 
sind sie doch in bezug auf Adiplon und Therapol gerade im Gegenteil von 
Berichten der Autoren, Das beruht woh] darauf, dats man in den 
votliegenden Versuchen auf die Wiederherstellung des Bluteiweisses und 
essen. k.o.D. Gewicht legte und das Hgb. und das Kérpergewicht 
hetanzog, wahrend die obengenannten Autoren die Toxizitat der Mittel 
an Méusen und zwar nur auf die letale Dosis hin priften. 
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Studien aber die den Kohlehydratstoffwechsel 
regulierende Titigkeit der Leber. 


1, Einfluss der intravenisen Infusion von in die Leher ein- und 
aus ihr abfliessendem Blut auf den Blutzucker- 


und Blutmilchsaurespiegel. 
Von 
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Hilfsmittel angewandt, um die Funktion der Leber zu studieren. 
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Da in die Leber, welche eine Hauptwerkstatte des Kohliehydratstoff- 
wechsels darstellt, sowohl die Nahrstoffe als auch die giftigen Stoffe, welche 
aus dem Verdauungskanal resorbjert werden, durch di¢ Pfortader eintreten 
und, nachdem sié verschiedene Veranderungen (Assimilation, :Dissimilation 
usw,) erlitten haben, sie durch die Lebervenen wieder verlassen, wurden 
bisher die Untersuchungen der Bestandteile des Lebervenenblutes oft als 


schon bekannt, dass in dem Lebervenenblut im Vergleich zum Pfortader- 
blut der Blutzuckerspiegel erhéht und die Blutmilchsdurespiegel erniedrigt 
ist. Ob das durch die Leber geflossene Blut auf den Kohlehydratstoffwech- 
sel irgendeinen anderen Einfluss als das nicht durch die Leber geflossene 
Blut hat, stellt cinerseits eine interessante Frage dar, andererseits kann man 
auch durch Priifung dieses Sachverhialtnisses die Leberfunktion untersuchen. 
Die Leber ist bekannterweise fir die Entstehung des Diabetes mellitus 
von grosser Bedeutung, auch liegen tiber den Einfluss von Leberextrakt auf 
den Kohlehydratumsatz schon eine Reihe klinischer wie experimenteller 


Gutmann u. Horwitz’, Hals*, Bertram, Horwitz u. Wahncau', 
Brett, Broom u. Howitt® u. a. nach per oraler Darreichung des Leber- 
extraktes keine Veranderungen im Zuckergehalt des Blutes feststellen 
konnten, wollen Gilbert u. Carnot’, Levin’, Blotner u. Murphy’, 
Lombardi* u.a. dagegen bei Diabetikern durch Einnahme von Leber- 
extrakt den Blutzuckerspiegel herabgesetzt haben. Wenn auch Ikeya™ u. 
Oda" der Ansicht sind, dass die .parenterale Verabreichung von Leber- 
extrakt den Blutzuckerspiegel nicht becinflusse, kommt nach Best u. 
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Scott, Best, Smith u. Scott, Nothmann™, Shibayama"®, Shin- 
men’’?, Ohwaki"*, Yuasa u. Matuoka”®, Maehara™, Hatta™ u.a. 
dem Leberextrakt eine blutzuckersenkende Wirkung, zu... Was das -Wesen 
dieser Wirkung anbelangt, fuhren Nothmann u. Shibayama sie auf 
eine in der Leber gebildete, insulinartige Substanz zuriick, auch Maehara™ 
ist der Meinung, dass der Leberextrakt in seiner ‘physikalisch-chemischen 
Beschaffenheit dem Insulin sehr ahnlich ist. Nach Miyakawa™, Shin- 
men” u. Hatta* soll es sich dabei vielleicht um eine Erscheinung handeln, 
die von der durch miteingefiihrte Leberzellenbestandteile herbeigefiihrten 
Hyperfunktion der Leber des Empfangers verursacht wird. Durch bio- 
chemische Untersuchung des Leberextraktes konnte ferner Shinmen*™ 
nachweisen, dass die im Leberextrakt enthaltene, blutzuckersenkende Subs- 
tanz eine wesentlich andere als Insulin ist, und dusserte sich dahin, dass sie 
wahrscheinlich Stickstoff enthaltende Zersetzungsprodukte der Leberzellen 
darstellt. 

Kurz, trotz einiger Meinungsverschiedenheiten ist es héchst wahrschein- 
lich, dass der Leberextrakt auf den Kohlehydratstoffwechsel des Organismus 
einen gewissen Einfluss ausiibt. 

Darum habe ich die vorliegenden Versuche in der Meinung durchge- 
fiihrt, dass das, aus der Leber abfliessende Blut auf den intermediaren 
Kohlehydratstoffwechsel des Organismus sicher irgendeinen anderen Ein- 
fluss ausiibt als\das in die Leber einfliessende.. Andererseits beabsichtigt 
ist, von dieser Seite aus das Verhalten der Leber gegeniiber dem physiolo- 
gisch fortdauernd vor sich gehenden intermediaren Kohlehydratstoffwech- 
sel des Organismus zu untersuchen. Zuerst wurde bei gesunden Kaninchen 
die Wirkung des der Leber zufliessenden Arterien- und des aus ihr ab- 
fliessenden Lebervenenblutes auf den intermediaren Kohlehydratstoffwech- 
sel verglichen, dann bei Schadigung der Leberfunktion sowie bei Blockie- 
rung des Retikuloendothelialsystems dieselbe. Wirkung untersucht. Da ich 
daraus einige neue Kenntnisse gewonnen habe, will ich im folgenden dar- 
iiber mitteilen. 


Versuchsmethode. 


Als Versuchstiere dienten zu jedem Versuche je 3 gesunde Kaninchen. 
Einem von ihnen wurden die Proben des Carotis- und Lebervenenblutes 
entnommen und sofort den 2 anderen Tieren in die Ohrvene eingespritzt, 
An dem Carotisblut der letzteren wutden dann der Zucker und die Milch- 
saure bestimmt. 

Nach 12 Stunden langem Fasten wurden die Versuchstiere morgens im 
niichternen Zustand in der Riickenlage am elektrisch gewarmten Tierhalter 
gefesselt. Nach Blosslegen der A. Carotis wurde eine Kaniile zur Entnahme von 
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Garotisblut in sie eingefiihrt, Zur Entnahme des Lebervenenblutes wurde der 
Bauch an der Medianlinie entlang aufgeschnitten und ¢ine feine Pferdehaar- 
schlinge nach dem Verfahren von Katou. Kimura* aus der hiesigen Klinik 
direkt unterhalb der Leber unter der V. cava inferior angelegt, um den Blutstrom 
aus der V: cava inferior wahrendder Entnahmeé des Lebervenenblutes zu unter- 
brechen. Auf'diese’ Weise konnte man im subphrenischen Raum das aus der 
Leber ausfliessende Lebervenenblut allein entnehmen.. Dann wurden die Ver- 
suchstiere 2 Stunden lang ruhig gehalten, um den operativen Einfluss so weit wie 
méglich auszuschalten. Nach dieser Zeitspanne wurden dem Spender Carotis- 
und Lebervenenblut entnommen. Nachdem man festgestellt hatte, dass die 
Erythrozyten dieser Blutproben und das Blutserum des Empfangers nicht mitein- 
ander agglutinierten, wurde das entnommene Arterien- sowie Lebervenenblut 
mit einer 10 %igen Natrium Citratlésung zu 0,4 Volumenprozent versetzt und 
je einem Kaninchen (dem Empfanger) in dem Mengenverhaltnis von 5 ecm pro 
kg K6rpergewicht in die Ohrvene méglichst langsam infundiert. Vor, sowie 
30, 60 und 90 Minuten nach der Infusion wurden die Blutproben aus der A. 
Carotis entnommen und an jeder Zucker- und Milchsauregehalt bestimmt, um die 
von Carotis- und vom Lebervenenblut-Empfanger gewonnenen Werte mitein- 
ander vergleichen zu kénnen. 

Die Blutzuckerbestimmung wurde nach der Methode von Hagedorn u, 
Jensen*® und die der Blutmilchsaure nach der Methode von Annrep u. Can- 
nan,” die von Inawashiro u. Hayasaka*® an der hiesigen Klinik modifi- 
ziert wurde, ausgefiihrt. 


I. Einfluss derintravenésen Infusionvon 
normalen Kaninchen entnommenem Carotis- und Leber- 
venenblutaufdem Blutzucker- und Blutmilch- 
sdurespiegel des Empfangers. 


Pro kg Kérpergewicht wurden je 5 ccm des auf die im vorhergehenden 
Abschnitt angegebene Weise gewonnenen Carotis- und Lebervenenblutes 
gesunder Kaninchen den 2 anderen gesunden Versuchstieren getrennt mit 
einer bestimmten Geschwindigkeit, namlich in einem Zeitraum von 60 
Sekunden, in eine Ohrvene infundiert. An den vor und nach der Infusion 
aus der A. Carotis entnommenen Blutproben jedes Empfangers wurden der 
Zucker- und Milchsauregehalt bestimmt. 


1. .Versuche mit Carotisblut. 


8 Versuche wurden ausgefiihrt. In Fig. 1 sind die prozentuale Ab- 
und Zunahme im Durchschnitte wiedergegeben, da die Neigung ihrer 
Veranderungen fast keine Ausnahme zeigt. 

Blutzucker: Der Blutzucker nimmt in allen Versuchen ohné 
Ausnahme nach’ Infusion von Cardtisblut zu, und: zwar erreicht/ er in den 
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Versuchen 2 und 7 60 Minuten, in den 6 abrigen aber schon 30 Minuten 
nach der Infusion sein Maximum, um dann allmahlich zu sinken und sich 
in simtlichen Versuchen nach 90 Minuten dem Anfangswert anzunahern. 


a hceaciey weRermge: oat RT HE ee ee a 
betragt im Maximum 26, i. Blutmilchsdurespiegels nach intravenéser 
7%, im Durchschnitt 14%. Infusion von Carotis- u. Levervenenblut des normalen 
Also erreicht die infolge Kaninchens. (Durchschnittswerte) 
Blutinfusion hervorgerufene % 
Hyperglykamie nach Ablauf 
einer bestimmten Zeit nach 
der Infusion ihr Maximum 
und sinkt dann langsam auf 
den Anfangswert. 
Blutmilchsdure: 
30Minuten nach der Blutin- 
fusion neigt der Milchsaure- 
spiegel im Vergleich mit dem 
Ursprungswert in den Ver- 
suchen 2 und 8; wenn auch 
sehr schwach, zur Abnahime, 
veraridert sich in Versuch 5 


nicht, steigt aber in den 5 -———* Carotisblut — Biitzucker 
ri " o———* Lebervenenblut . 
iibrigen Versuchen etwas. . 

§ o———° Carotisblut .  Biutmiehsdure 


Aber seine prozentuale Ab- -—==—*9 Lebervenenblut 


und Zunahme liegt mit 4- 
7% im Bereich der physiologischen Schwankungen, so dass man nicht von 


einer deutliche Ab- oder Zunahme sprechen kann. Nach 60 Minuten aber 
neigt sie in allen Versuchen ausnahmslos zur Verminderung und nahert sich 
dann allmahlich wieder seinem urspriinglichen Wert, ohne jedoch abgesehen 
yon Versuch 2, bei dem sie den Ursprungswert wieder erreicht, bis zum 
Vorwert anzusteigen. Man kann namlich sagen, dass nach Ablauf einer 
bestimmten Zeit nach der Infusion von Carotisblut eine leichte Hypolact- 
acidamie hervorgerufen. wird. 


+20 


+10 











t 
90 Zeit in min 


2. Versuche mit Lebervenenblut. 


Die aus simtlichen in 10 Versuchen erhaltenen Werten berechnete pro- 
zentuale Ab- und Zunahme im Durchschnitt sind in Fig. 1 wiedergegeben. 
Blutzucker: 30 Minuten nach der Infusion des Lebervenenblutes 
ist der Blutzuckerspiegel allein in Versuch 10. leichtgradig vermindert, in 
Versuch 4 gleich dem Vorwert und in den 8 iibrigen Versuchen leichtgradig 
erhéht.. Was den Prozentsatz der Zunahme hetrifft, so ist et bei 2 Versuch- 
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en mit 7% am héchsten, zeigt bei einem Versuch 6% und bei den 5 iibrigen 
Versuchen weniger als 3%. Nach 60 Minuten dagegen ist er meist unter 
den Anfangswert gesunket, und zwar in 5 Versuchen um mehr als 7%, in 3 
Versuchen um weniger als 3% und in den ibrigen Versuchen wm 5-4%. 
Eine solche Hypoglykamie neigt mit zeitlichen Ablauf allmahlich zum 
Leichterwerden, und nach 90 Minuten steigt der Blutzuckerspiegel in 5 Ver- 
suchen wohl iiber den urspriinglichen Wert hinaus, aber die. Differenz in 
Prozenten bleibt unter 4%, und in den 5 iibrigen Versuchen hat er die 
Tendenz, sich dem Vorwert anzunahern, ohne ihn jedoch zu enreichen. 

Kurz, wenn man das Lebervenenblut infundiert, ist der Blutzucker- 
gehalt nach Ablauf von 30 Minuten im Vergleich zum Vorwert .meistens 
unverandert oder nur geringfiigig vermehrt, nimmt nach 60 Minuten massig 
ab und neigt dann zur allmahlichen Wiederherstellung, Man kann also 
sagen, dass Infusion von Lebervenenblut nach Ablauf ciner bestimmten 
Zeit Hypoglykamie herbeifiihrt. 

Blutmilchsaure: Der Milchsdurespiegel nimmt nach, Ablauf, von 
30 Minuten nach der Infusion ausser in einem Versuche, in dem er unver- 
andert bleibt, im Vergleich zum Anfangswert massig: ab; und erreicht | dabei 
in den Versuchen 2 und 9 schon das Minimum. | In :den 8 i#brigen | Versuch- 
en erniedrigt er sich weiter und erreicht nach 60 Minuten.das Minimum. 
Eine solche Hypolactacidamie nimmt nach 90 Minuten ausnahmslos all, 
mahlich zu, ohne jedoch den Ursprungswert au erreichen;, 

Aus dem Gesagten geht hervor, dass durch Infusion yon Lebervenen: 
blut nach Ablauf einer bestimmten Zeit deutlich ¢ine Siyphlecigaidaaie 
herbeigefiihrt wird. 

Wie aus Fig. 1 klar ersichtlich ist, ergibt sich aus den obenerwihaten ' 
Resultaten, dass in bezug aif den Einfluss der Infiisiom von Carotis- und 
Lebervenenblut auf den Blutzucker- und Blutmilchsaurespiegel eine deut- 
liche Differenz erkennbar ist, d:h. durch Infusion von Carotisblut treten 
Hyperglykamie und leichté’ Hypolactacidamie auf, durch Infusion von 
Lebervenenblut dagegen Hypoglykamie und massige Hypolactacidamie. 

Wenn auch bisher schon durch Take®, Nakanishi®, Nishimura™, 
Bagdassarov, Leontiefu. Stotzik®, Fujii, Esawa™; Mori,“ Hashi- 
moto” u.a. bestatigt worden ist, dass nach Blutinfusion Hyperglykamie 
auftritt, ist die Frage nach ihrer Ursache doch noch umstritten. Nach Nishi- 
mura* u. Fujii® handelt es sich dabei um eine zentrale Wirkung durch 
Reiz der eingefihrten Blutbestandteile. Nakanishi® ist der Ansicht, dass 
die Hyperglykamie wahrscheinlich ihren Ursprung in einer gesteigerten 
Mobilisation des Glykogens in der Lebet und in den Muskeln hat. Hashi- 
moto* aber hat experimentell erwiesen, dass nach Blutinfusion der Zucker- 
gehalt des durch Muskeln passierten Blutes im Vergleich mit dem des Blutes 
vor der Muskelpassage erniedrigt ist, so dass die Hyperglyk4mie nach Blutinfy- 
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sion vorwiegend auf neues der Mobilisation des St rahe zu+ 
riickzufiihiten ist. 

Uber -den Einfluss der Blutinfasion auf den Blutmilchsduregehalt liegen 
bisher fast keine’ Mitteilungen’ ausser der von Hashimoto* aus der hie- 
sigen Klinik vor, der festgestellt hat, dass nach Blutinfusion Hypolactacidamie 
‘auftritt, die davon herkommt, dass'durch dié Blutinfusion eine Hyperfunk- 
tion der Leber bewirkt und die Blutmilchsdure infolgedessen in der Leber 
energisch in Glykogen resynthetisiert wird. 

Wenn auch, wie oben erwahnt, tiber die Ursache der Hyperglykamie 
und der Hypolactacidamie nach Blutinfusion die Meinungen der Autoren 
‘auseinandergehen, kann man doch letzten Endes annehmen, dass irgendeine 
Substanz, welche voriibergehend Hyperglykamie und leichte Hypolac- 
tacidamie hervorruft, in dem eingefiihrten Blut enthalten ist oder infolge des 
Blutzerfalls und -dergl. produziert wird und infolge ihrer direkten oder 
indirekten Wirkung auf den Organismus Hyperglykamie sowie Hypolac- 
tacidamie herbeigefiihrt werden. 

Hinsichtich des Einflusses des Lebervenenblutes auf den Kohlehydrat- 
umsatz, wurde bisher noch kein Versuch ausser dem vorliegenden durch- 
gefiihrt, bei dem deutlich Hypoglykamie und Hypolactacidamie bestatigt 
werden konnten. Obgleich ihre Herkunft sich nicht leicht feststellen lasst, 
doch kann man wohl aus den Versuchsresultaten schliessen, dass im Blute 
Hyperglykamie und Hypolactacidamie erzeugende Stoffe enthalten sind, die 
bei der Passage durch die Leber irgendeinen Einfluss erleiden und ihre 
Wirkung einbiissen. | Kénnen sie nun auch bei geschadigter Leberfunktion 
infolge Passage durch die Leber den gleichen Einfluss erleiden: Das ist 
‘ wohl eine sehr interessante Frage, die aber noch ganz offen bleibt. Darum 
ging ich zu folgenden Versuchen uber. 


II. Einfluss der intravenésen Infusion yon leber- 
geschadigten Kaninchen entnommenem Carotis- und 
Lebervenenblut aufden Blutzucker und Blut- 
milchsaurespiegel des Emfangers. 


Kaninchen mit experimentell geschadigten Leber wurden Carotis- und 
Lebervenenblut entnommen und; 2. anderen gesunden Empfanger-Kanin- 
chen getrennt imdie Ohrvene infundiert. In bestimmten Zeitspannen vor 
und nach der Infusion wurde Blut aus der A. carotis entnommen und der 
Blutzucker~ und Blutmilchsaurespiegel jeder Blutprobe bestimmt. 


1. Versuche mit nach Choledochusunterbindung 
entnommenem Blut, 


5 gesunden Kaninchen wurde der Ductus'choledochus unterbunden. 
Wenn nach Ablauf von 72 Stunden die Symptome des ‘Ikterus manifest auf- 
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getreten waren, wurden ihnen Carotis- und Lebervenenblut entnommen, 
Fig. 2. Prozentige Veranderungen des Blutzucker- u. und —_ jeder Blutprobe 
Blutmilchsaurespiegels nach intravenéser Infusion wurden je 5 Versuche an- 
von Carotiss u. Lebervenenblut des choledochusunter--  gestellt (Fig. 2).  Infolge 
bundenen Kaninchens. (Durchschnittswerte) der Choledochusunter- 
bindung nahm der Bili- 


| | rubingehalt des Blutes mit 
: Auftreten des Ikterus stark 
“~~ zu und erreichte die Meu- 
+1 = lengrachtzahl 40-60, 

= Blutzucker: 30 
g “ Minuten nach Infusion 
von Carotisblut erreicht 
~10- der Blutzucker meist seinen 
maximalen Wert, um dann 
~20- langsam abzunehmen und 
nach 90 Minuten annah- 
ernd zum. Vorwert .zur 
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Ries, oes 60, %Zeitintatn — riickzukehren. Bei Infusion 
*———* Carotisblut. _ prutrucker von Lebervenenblut wies 
cinSeatt Lebarcnneniiut der Blutzucker ebenfalls 
o————-0 Lebervenenblut red miichsdure fast gleiche Veranderun- 


gen auf, d.h. er erreicht in 
samtlichen Versuchen nach Ablauf von 30 Minuten nach der Infusion sein 
Maximum, um dann allmahlich zu sinken und sich meist nach 90 Minuten 
dem Vorwert anzunahern. Aus dem Gesagten geht hervor, dass der Einfluss 
des von Kaninchen mit durch Choledochusunterbindung geschadigter Leber 
entnommenen Carotisblutes_ auf den Blutzuckergehalt des Organismus fast 
gleich dem des in gleicher Weise gewonnenen Lebervenenblutes ist, d.h. die 
beiden Arten Blut rufen deutlich fast gleichgradige Hyperglykamie hervor. 
Blutmilchsaure: Nach Infusion von Carotis- sowie Lebervenenblut 
steigt der Milchsaurespiegel ohne Ausnahme miassig und erreicht. nach 30 
Minuten \in allen Daten das Maximum,—letzteres liegt bei Carotisblut 
etwas héher—, um dann zum Absinken zu.neigen. Wenn er auch bei der 
Carotisblutinfusion in 3 Versuchen nacb 60 Minuten unter den Anfangswert 
sinkt und spater noch weiter fallt, bleibt. er doch in den 2 iibrigen Versuch- 
en nach 90 Minuten noch héher als der Anfangswert. Bei Infusion von 
Lebervenenblut fallt der Milchsaurespiegel allein in einem Versuch, nach 
60 Minuten unter den Vorwert, in den, iibrigen Versuchen aber nahert er 
sich nach 90 Minuten dem, Vorwert oder sinkt sogar darunter. Hinsicht- 
lich des Ejinflusses auf den Blutmilchsauregehalt sind also keine wesentlich 
bemerkbaren Unterschiede zwischen Carotis- und Lebervenenblut feststell- 
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bar, d.h. beide Blutarten wirken hyperlactacidamisch, nur dass Garotisblut 
etwas stérker 2u wirken scheint als Lebervenenblut. 


2. Versuche mit phosphorvergifteten Kaninchen 
entnommenem Blut. 


Zur Erzeugung einer Phosphorvergiftung wurden den Versuchstieren 
0,2 ccm einer 0,5 %igen Phosphorolivenéllésung pro kg Kérpergewicht 2 
mal in einem Interval von 24 Stunden subkutan injiziert. Nach Ablauf 
von 60-72 Stunden nach der 


ersten Injektion traten in 
Begleitung von miassigem 
Tkterus schwere Vergiftungs- 


Fig. 3. Prozentige Veranderungen des Blutzucker- 


u. Blutmilchsaurespiegels nach intravenéser Infusion von 


Carotis- u. Lebervenenblut des Phosphorkaninchens, 


(Durchschnittswerte) 
erscheinungen auf und 
erreicht die Bilirubinzahl fel | 
des Blutes 7+15. Saufdiese *”° ’ 
Weise phosphorvergifteten 
Kaninchen wurden Carotis- + 
und Lebervenenblut ent- 
nommen, ‘und mit jeder 
Blutart wurden 5 Ver- 
suche durchgefiihrt. Die 
. Versuchsergebnisse im 
Durchschnitt ‘sind in Fig. 3 
zusammengestellt. 

Blutzucker: 30 
Minuten nach der Blut- 
infusion ist der Blutzucker- 
gehalt sowohl bei Carotis- 
als auch bei Lebervenenblut 
maximal vermehrt. Dann 
erniedrigt er sich ohne Ausnahme wahrend des zeitlichen Ablauf in 
samtlichen Versuchen, und zwar bleibt er bei Carotisblut nach 90 Minuten 
noch im Vergleich zum Anfangswert etwas héher; wahrend er bei Leber- 
venenblut abgesehen von eitiem Versuch, in dem er nach 60 Minuten schon 
unter den Vorwert fallt und weiter sinkt, in den 4 tibrigen Versuchen 
gegertiiber dem Vorwert noch héher bleibt, fallt er aber nach 90 Minuten 
in 3 Versuchen ein wenig unter den Vorwert und bleibt in 2 Versuchen 
im ganzen genommen nahe dem Ursprungsniveau, wenn er auch’ den 
Vorwert nicht erreicht: Wie Fig. 3 zeigt, ist der Grad der Blutzuckerstei- 
gerung durch Blutinfusion bei Carotisblut etwas starker als bei Lebervenen- 
blut. 
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Aus dem Gesagten geht hervor, dass das Carotis- und Lebetvenenblut 
phosphorvergifteter Kaninchen cine massig Blutzucker sttigernde Wirkung 
hat; und zwar ist der Grad bei Carotisblut etwas starker als bei Leber- 
venenblut. 

Blutmilchsaure: Der Milchsaurespiegel steigt abgesehen yon Leber- 
yenenblutversuch 3 nach der Blutinfusion und erreicht bei Carotisblut in 
3 Versuchen und bei Lebervenenblut ebenfalls in 3 Versuchen schon nach 
30 Minuten und in den iibrigen Versuchen nach 60 Minuten das Maximum, 
Der maximale Prozentsatz der Zunahme ist im allgemeinen bei Carotis. 
blutinfusion héher. Nachdem er sein Maximum erreicht hat, beginnt er 
langsam zu sinken, um dann nach Ablauf von 60-90 Minuten bei Carotis+ 
blutinfusion in 2 Versuchen und bei Lebervenenblutinfusion in 4 Versuchen 
unter den Anfangswert zu fallen, wenn auch leichtgradig, d.h. der Abnahme- 
prozentsatz liegt innerhalb 9 %. In den anderen Versuchen bleibt er nach 
90 Minuten gegeniiber dem Vorwert noch etwas hdéher, allein er nahert 
sich, kénnte man sagen, im grossen und ganzen dem Ursprungsniveau. 

Durch Infusion von Carotis- und Lebervenenblut phosphorvergifteter 
Kaninchen wird nach Ablauf einer bestimmten Zeit Hyperlactacidimie 
hervorgerufen, und zwar scheint der Grad derselben bei Carotisblut starker 
zu sein als bei Lebervenenblut. 

Betreffs des Einflusses des Carotis- und Lebervenenblutes auf den 
Blutzucker- und Blutmilchsdurespiegel werden, wie aus dem Gesagten klar 
hervorgeht, bei Kaninchen mit Leberschadigungen wohl graduelle, aber 
keine wesentlich bedeutenden Unterschiede yon den an normalen Kaninchen 
gewonnenen Werten nachweisen. Diese Tatsache beweist nichts anderes, 
als dass das Blut infolge Passage durch die geschadigte Leber keinen be- 
stimmten Einfluss erleidet wie bei der Passage durch die normale Leber. 
Dass auch im Fall yon Leberschadigungen manchmial der Einfluss auf Blut- 
zucker, und Blutmilchsdure bei Lebervenenblut etwas schwacher ist als bei 
Carotisblut, kann mah wohl leicht verstehen, wenn man annimmt, dass diet 
Leber, wenn auch sie durch Choledochusunterbindung oder Phosphori 
vergiftung geschadigt ist, doch noch teilweise normale Funktionen ausibt. 

Es ist ferner auch interessant, dass’ béi den oben erwahnten Leber- 
schadigungen sowohl Carotis- als auch Lebervenenblut die Blutmilchsaiute 
vermehren, wahrend diese bei der gesunden Leber vermindern. Dass beé- 
einem. lebergeschadigten Organismus (Spender in vorliegenden Versuchen) 
infolge gestérter Milchsaiureresynthese der Leber Hyperlactacidamie her- 
vorgerufen wird, ist bekannte Tatsache, wohl aber ist doch noch niemals 
angegeben worden, dass, wenn man einem lebergeschadigten Organismus 
entnommenes Blut einem anderen Organismus infundiert, ebenfalls Hyper- 
lactacidamie auftritt,. Auf die Frage, aus'welcher Ursache sie entsteht, will 
ich hier nicht genauer cingehen, da sie nicht das cigentliche Ziel vor- 
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liegender Versuche ist; woh) aber sei einiges erwahnt. Da diese Milch- 
siure steigernde Wirkung bei Carotisblut etwas starker ist als bei Leber. 
venenblut, kann man das Wesen der Hyperlactacidamie erzeugenden 
Beschaffenheit des Blutes nicht primar in der geschadigten Leber suchen, 
_ sondern man kann vielmehr annehmen, dass sich durch Leberschadigungen 
verursachte, sekundare Veranderungen auf andere, am Kohlehydratumsatz 
beteiligte Organe erstrecken und so Hyperlactacidamie erzeugt wird und 
dass die Leber diese Wirkung sogar bis zu einem gewissen Grad hemmt. 
Die Milchsaure selbst ist eigentlich im Gegensatz zum Traubenzucker eines 
der Abbauprodukte des ‘Stoffwechsels ‘und als giftige Substanz schadlich 
fir den Organismus. Wenn man auch annehmen kann, dass, wie oben 
erwahnt, die Milchsaure vermehrende Wirkung des Blutes nicht von der 
Leber selbst, sondern sekundar von anderen Organen des lebergeschadigten 
Organismus ‘herrihrt, ist es aber doch sehr wahrscheinlich, dass die Leber, 
wenn sie auch geschadigt ist, mit ihrer ibrigbleibenden Funktionsfaihigkeit 
bestrebt .ist, diese Wirkung bei Passage des Blutes durch die Leber bis zu 
einem gewissen Grad abzuschwachen, wenn man die Tatsache beriick- 
sichtigt, dass die Wirkung beim Lebervenenblut schwacher ist (Fig. 2 und 3). 


III. Einfluss derintravenésen Infusion von 
Kaninchen mit blockiertem Retikuloendothelialsystem 
entnommenem Carotis-und Lebervenenblut auf den 
Blutzucker- und Blutmilchsaurespiegel 
des Empfangers. 


In dem vorhergehenden Abschnitt wurde bestatigt, dass die Wirkung 
des Arterienblutes auf den Blutzucker und die Blutmilchsaure infolge 
Passage des Blutes durch die geschadigte Leber keine wesentlichen Veran- 
derungen erfahrt, wahrend sie infolge Passage des Blutes: durch die normale 
Leber wesentlich verandert wird, und daraus ‘geschlossen, dass die Leber 
einen bestimmten Einfluss auf die Arterienblutwirkung ausiibt. Da aber 
in der Leber ausser den eigentlichen' Parenchymzellen noch die Kupffer’ 
schenSternzellen und andern Zellen, welche zum Retikuloendothelialsystem 
(R.E.S:) gehéren, vorhanden sind, und dieses R.E.S. bei der Regulierung 
des Stoffwechsels eine wichtige Rolle spielt, muss es von grésstem Interesse 
sein, zu verfolgen, ob die eigentlichen Leberparenchymzellen allein die 
Stoffe, welche durch die Leberpassage auf den Blutzucker und die Blut- 
milchsdure des Blutes wirken, verandern oder das R.E.S. dabei irgendeine 
bedeutende Rolle spielt. Darum wurden unter Blockierung des R.E.S. die 
vorliegenden Bestimmungen durchgefihrt. 

Unter den verschiedenen Methoden zur Blockierung des R.E.S. -is 
‘die am :leichtesten ausfiihrbare und bewahrte diejenige mit: japanischer 
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Tuschenemulsion angewandt. Die Emulsion wurde so zuberecitet, dass 
man japanische Tusche (,,Kaimeiboku”) durch Zusatz mit. physiologischer 
Kochsalzlésung 5 fach verdiinnte, dann desinfizierte und filtrierte. Pro kg 
Korpergewicht wurden den Versuchstieren 10 ccm dieser Tuschenemulsion, 
die vor Gebrauch bis. zur Kérpertemperatur erwarmt wurde, taglich 


Fig. 4. Prozentige Veranderungen des Blutzucker- cinmal y Tage lang in 
u. Blutmilchsaurespiegels nach intravenéser Infusion von einem Zeitraum von 60 
Carotis.-u. Lebervenenblut des Kaninchens mit Sekunden in eine Ohr- 
blockiertem R.E.S, (Durchschnittswerte) venen injiziert. Am 8. 
Tage, d.h, nach Ablauf eines 
Tages nach Injektion der 
Tuschenemulsion wurden 
den so vorbehandelten 
Kaninchen Carotis- und 
Lebervenenblut entnom- 
men und damit je 5 Ver- 
suche ausgefiihrt, (Fig. 
4.) 





Blutzucker: Der 

Blutzuckergehalt nimmt 

nach der Blutinfusion in 

i _  samtlichen Versuchen zu 
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—— Caretta * _Blutzucker Minuten sein Maximum, 
cciaicdach aetna und zwar ist der Grad der 
lemab avant vere a a4. sarang swat Zunahme bei Carotis- und 
‘Lebervenenblut fast gleich, 
Danach verringert er sich in allen Versuchen ausnahmslos und sinkt nach 90 
Minuten bei Carotisblut in 2 Versuchen 5, bei Lebervenenblut aber allein in 
einem Versuch unter den Anfangswert. Der Prozentsatz der Abnahme ist 
bei jeder Blutart gering. Carotis- und Lebervenenblut von Kaninchen mit 
blockiertem R.E.S, ruft namlich eine massige, fast gleichgradige Blutzucker- 
steigerung hervor. 

Blutmilchsaure: Der Milchsaurespiegel vermehrt sich sowohl bei 
Carotis- als auch bei Lebervenenblut ebenso wie der Blutzucker in samt- 
lichen Versuchen nach der Blutinfusion. Bei Carotisblut erreicht er in 
4 Versuchen nach 30 Minuten und in dem einen tibrigen nach 60 Minuten 
sein Maximum. Bei Lebervenenblut erreicht er es in 2 Versuchen nach 
30 Minuten und in den 3 anderen nach 60 Minuten. Der Prozentsatz der 
Vermehrung ist bei Carotisblut,etwas grésser. . Danach vermindert er sich 
allmahlich und erniedrigt sich nach 90 Minuten bei Carotisblut in 3 Ver- 
suchen und bei Lebervenenblut in 2 Versuchen unter den Vorwert, und zwar 
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fallt er in Versuch 2 bereits nach 60 Minuten unter den Vorwert, um dann 
noch weiter zu sirkken. In den itbrigen Versuchen nahert er sich dem Vor. 
wert, ohne ihn jedoch zu erreichen: 

Wenn auch also Carotis- und Lebervenenblut von Kaninchen mit 
blockiertem R.E.S. eine Vertehrung der Blutmilchsaure hervorrufen, 
scheint doch der Grad détr Steigerung bei Carotishlut etwas starker als bei 
Lebervenenblut zu sein. 

Wie aus dem Gesagten klar hervorgeht, konnte man bei Blockierung 
des R.E.S. &ahnliche. Ergebnisse wie bei Leberschadigurigen erzielen, 
Darum ist es einleuchtend, dass die Leberparenchymzellen augenscheinlich 
daran beteiligt sind, wenn bei Passage des Blutes durch die normale Leber 
die auf Blutzucker und Blutmilchsaure wirkenden Stoffe Veranderungen 
erleiden, wobei aber das R.E.S. der Leber eine wichtige Rolle spielt. Auch 
bei Blockierung des R.E.S. tritt ebenso wie bei Leberschadigungen im Blut 
eine Hyperlactacidamie erzeugende Eigenschaft, welche dem Blut normaler 
Kaninchen nicht zukommt, ein, und zwar ist diese Wirkung bei Leber- 
venenblut etwas schwiacher als bei Carotisblut. Alse wird die bei Blockie- 
rung des R.E.S. auftretende hyperlactacidamisch wirkende Eigenschaft des 
Blutes durch die Leberpassage etwas herabgesetzt. Die Bedeutung dieser 
Erscheinung ist wahrscheinlich dieselbe, die man in dem vorhergehenden 
Abschnitt angegeben hat. 


Zusammenfassang. 


Um die bekannte Tatigkeit der Leber, den intermediaren Kohlehydrat- 
umsatz zu regulieren, von einer anderen Seite aus zu untersuchen und 
irgendwelche neue Kenntnisse zu gewinnen, wurden zuerst das der Leber 
zu- und abfliessende Blut eines gesunden Kaninchens 2 anderen Kaninchen 
intravenés verabreicht und die Unterschiede des Einflusses beider Blutarten 
auf den Blutzucker- und Blutmilchsaurespiegel der Empfanger bestatigt. 
Dann wurden an denselben zwei Blutproben, die den Kaninchen, deren 
Leberfunktion durch Choledochusunterbindung oder Phosphorvergiftung 
geschadigt worden ist, entnommen sind, gleiche Vetsuche angestellt. 
Endlich wurden an Bluten von Kaninchen mit blockiertem Retikuloendo- 
thelialsystem (R.S.E.) ahnliche Versuche durchgefithtt. Die Ergebnisse det 
Versuche lassen sich wie folgt zusammenfassen : 

1. Wenn man Carotisbhut eines notmalen Kaninchens einem anderen 
intravenés infuhdiert, werden vortibergehend Hyperglykamie und Hypo 
lactacidamie hervorgerufen. Bei durch die Leber hindurchgeflossenem 
Lebervenenblut aber sind diese beiden Wirkungen wesentlich verandert, 
indem Hypoglykamic und staérkere Hypolactacidamie zum Vorschein 
kommen. 
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2. Das Carotisblut von Tieten, deren Leberfunktion durch Chole- 
dochusunterbindung oder Phosphorvergiftung geschadigt sind, ruft bei 
anderen Kaninchen Hyperglykamie und Hyperlactacidamie hervor. Thr 
Lebervenenblut hat ebenfalls eine wesentlich ganz ahnliche, wenn auch etwas 
schwachere Wirkung. Das Blut erleidet also, wenn es durch die geschadigte 
Leber fliesst, keine wesentlichen Veranderungen wie bei der Passage durch die 
normale Leber. 

3. Beiden Versuchen mit Carotis- und Lebervenenblut yon Kaninchen 
mit blockiertem R.E.S. wurde ebenfalls das gleiche Verhalten wie bei Leber- 
schadigungen festgestellt, 

Aus den obenerwahnten Versuchsergebnissen lassen sich schliessen, dass 
die Leber in bezug auf den intermediaren Kohlehydratstoffwechsel eine 
interessante und wichtige Funktion hat, ferner, dass besonders das R.E.S. in 
der Leber dabei eine bedeutende Rolle spielt. Es ist bestatigt worden, dass 
die Leber die unnétige Blutzucker steigernde Wirkung des durch sie 
passierenden Blutes hemmt, nebenbei bestrebt, die Milchsaure, ein unndtiges 
Abbauprodukt des Stoffwechsels fiir den Organismus, dadurch zu beseitigen, 
diese Weise den allgemeinen intermediaren Kohlehydratstoffwechsel sehr fein 
und auf reguliert. 
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Studien tiiber die den Kohlehydratstoffwechsel 
regulierende Tatigkeit der Leber. 


Il. Mitteilung: Beeinflussung der Wirkung des Insulins auf Blutzucker 
and Blutmilchsaure durch Leberpassage. . 


Von 
Akira lizuka 
(kz mR *) 
(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. Kato, 
Tohoku Universitat zu Sendai.) 
(Received for publication, March 6, 1944) 


In der 1. Mitteilung' wurde bestatigt, dass die Fahtigkeit des Blutes, 
den Blutzucker- und Milchsdurespiegel zu beeinflussen, durch Leberpassage 
Veranderungen erfahrt. 9oma* entnahm Kaninchen zu einer Zeit, in der 
bei ihnen durch intravenése Zufuhr eines Quecksilbermittels Diurse herbeige- 
fiihrt war, Lebervenen- und Ohrvenenblut sowie Galle und infundierte sie 
anderen Kaninchen in die Ohrvene, um ihre diuretische Wirkung zu unter- 
suchen. Dabeistellte er fest, dass Lebervenenblut allein manifest diuretisch 
wirkt, was aber nicht der Fall ist, wenn die Leber geschadigt ist oder das 
Retikuloendothelialsystem (R.E.S.) blockiert ist. Das deutete er so, dass 
sich das Quecksilbermittel in der Leber in irgendeine diureseférdernde Sub- 
stanz umwandelt oder die Leber eine solche Substanz produzieren lasst, dies 
dann wohl in das Lebervenenblut ibertritt, und kam zu dem Schluss, das 
diese Erscheinung besonders mit dem R.E.S. in innigem Zusammenhang 
stehen miisse. 

Hier stossen wir auf die Frage, welche Veranderung die Wirkung des 
Insulins, das ja einen sehr starken Einfluss auf den intermediaren Kohlehydrat- 
stoffwechsel ausiibt, durch Leberpassage erleidet. Wenn es auch bereits 
feststeht, dass Insulin den Blutzuckerspiegel zu senken vermag, gehen doch 
die Meinungen iiber seinen Einfluss auf die Blutmilchsaure noch sehr ausein- 
ander. 

Mendel, Engel u. Goldscheider,’ Best u. Ridaut,* Cori,® Serv. 
antie,® Bornstein u. Schmutzler’ u.a. sind der Ansicht, dass Blutmilch- 
saure durch Insulin keine bestimmten Veranderungen erfahrt. Aber Briggs® 
u. seine Mitarbeiter, Baur u. Kuhn,® Isaacu. Adler,’ Katayama .u. Kili- 
an,"_xKume,® Matsuoka," Yamada," Collazou. Almela"™ u.a. konnten 
Zunahme der Blutmilchsaure bei Verabreichung von Insulin beobachten. Dage- 
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gen wurde von Staub, Giintheru. Fréhlich, Hepburn, Latchford, 


McCormick u. Macleod," Collazo u. Supniewski,® Terada, Oda,” . 


Yamada,” Kikuchi,” Hunaty® u.a. Abnahme der Milchsdure festgestellt; 
Collazou. Lewicki,™ Kawamura,™ Hirayoshi® teilten mit, dass Insulin 
in grossen Dosen zunahme, in kleinen dagegen Abnahme der Blutmilchsaure 
hervorruft, In letzter Zeit stellten Kikuta,2”? Miura® und Hayashi? in der 
hiesigen Klinik fest, dass Insulin.in grossen Dosen den Milchsdure des Blutes 
vermindert. ' 


Wenn auch die Beobachtungen iiber den Einfluss des Insulins auf die 
Blutmilchsaure, wie oben erwahnt, verschieden sind und noch nicht iber- 
einstimmen, so liegt die Annahme sehr nahe, dass sich der Milchsaurespiegel 
durch Zufuhr von grossen Dosen Insulin erniedrigt. Nun, von hohem 
Interesse ist zu untersuchen, welche Veranderungen diese Hypoglykamie 
und Hypolactacidamie erzeugende Wirkung des Insulins erfahrt, wenn es 
intravenés zugefiihrt, die Leber passiert, und man auf diese Weise den 
Zusammenhang zwischen Insulin und Leber, mithin die Bedeutung der 
Leber fiir den Kohlehydratstoffwechsel von diesem Standpunkt aus unter- 
sucht. 

In den vorliegenden Versuchen wurden Kaninchen grosse Dosen Insulin 
in die Blutbahn gegeben und ihnen entnommenes, in die Leber ein und aus 
ihr ausstr6mendes Blut anderen Kaninchen infundiert, um danach die Ver- 
anderungen des Blutzucker- und des Blutmilchsaurespiegels zu ermitteln und 
so festzustellen, welchen Einfluss beide Blutarten auf den Kohlehydratumsatz 
anderer Individuen ausiiben, 


Versuchsmethode. 


Gesunden Kaninchen und solchen mit Leberschadigungen oder blockiertem 
R.E.S. wurde Insulin in grossen Dosen zugefiihrt und die Wirkung ihres Carotis- 
und Lebervenenblutes auf den Blutzucker und die Blutmilchsaure anderer 
Empfangerkaninchen verglichen. Die Kaninchen (sowohl Spender wie Em- 
pfanger) haben vorher 12 Stunden lang gefastet. Da die Versuchsanordnung und 
Bestimmungsmethode die gleichen wie in der 1. Mitteilung sind, wird ihre 
Beschreibung hier unterlassen. Dem Spender wurden 5 EH Insulin (”’ Inselin ” 
Tomoda) pro kg Kérpergewicht im eine Obrvenen eingespritzt, und nach Ablauf 
von 5 Minuten Carotis- und Lebervenenblut entnommen, um 2 anderen Em- 
pfangern je 5 ccm jeder Blutart pro kg Kérpergewicht intravendés zu injizieren. 
Die Blutproben wurden aus der A. carotis vor, sowie 30, 60 und 90 Minuten nach 
der Blutinfusion entnommen. Nebenbei sei hier bemerkt, dass die Daten der } 
Mitteilung als Kontrollwerte zum Vergleich herangezogen wurden, da Versuchs- 
methode, infundierte Blutmenge und Blutproben die gleichen wie in der voran- 
gehenden Mitteilung waren. 
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I. Versuche mit insulinisierten, normalen Kaninchen 
entnommenem Carotis- und Lebervenenblut. 


Carotis- und Lebervenenblut von 5 mit Insulin vorbehandelten, 
normalen Kaninchen wurden je 5 anderen Kaninchen injiziert und der 
, Einfluss auf den Blutzucker- 
Fig. 1. Progentige Veranderungen des Blutzucker- und Blutmilchsaurespiegel 

u. Blutmilchsdurespiegels nach intravendser Infusion von di Empfi 
Carotis- u. Lebervenenblut des mit Insulin yorbe- —_ 7a nger ume 
handelten normalen Kaninchens. (Durchschnittswerte) sucht. Die Durchschnitte der 
prozentualen Ab- und Zu- 


1 | nahme der betreffenden Date 
sind in Fig. 1 wiedergegeben. 

Blutzucker: Nach 
Infusion von Carotisblut 
sinkt der Zuckerspiegel aus- 
nahmlsos mAssig und erreicht, 
abgesehen von Versuch 3, 
bei dem er erst nach 60 
Minuten seinen tiefsten Stand 
: ! n zeigt, in den ubrigen Ver- 














r 30 = : 

60 90 Zeit in min suchen nach 30 Minuten 

*—_—* Carotisblut — Btutzucker sein Minimum. Wenn er 
_—--—6 —enne hie as , . : 

ne sich auch danach in allen 

dara , srosalur = Biutmilchsdéure Vv h R li 

— sebervenenbiut ersuchen zur Renormali- 


_ sierung bestrebt, ist er doch 
nach 90 Minuten gegeniiber dem Vorwert immer noch deutlich niedriger. 

Nach Infusion von Lebervenenblut sinkt der Zuckerspiegel ausnahms- 
los leicht und zeigt in 3 Versuchen nach 30 Minuten, in den itibrigen aber 
nach 60 Minuten seinen tiefsten Stand, allein sein Absinken ist so geringfigig, 
dass es sich mit dem bei Carotisblutinfusion gar nicht vergleichen |asst. 
Danach erhéht sich der Zuckerspiegel allmahlich, und wenn er auch allein 
in Versuch 3 nach 90 Minuten héher als der Vorwert liegt, nahert er sich in 
den tibrigen Versuchen dem Vorwert, ohne ihn jedoch zu erreichen. Der 
Prozentsatz seines Sinkens ist im Vergleich mit dem bei Carotisblutinfusion 
in den entsprechenden Zeitablaufen meist niedriger. 

Aus dem Gesagten geht also hervor, dass Carotis- und Lebervenenblut 
von insulinisierten Kaninchen wohl eine Blutzucker vermindernde Wirkung 
haben, diese Wirkung aber bei Lebervenenblut erheblich abgeschwacht ist. 

Blutmilchsaure: Die Milchsaure nimmt ebenfalls nach Blutinfusion 
ab und zeigt nach Ablauf von 30-60 Minuten ihre starkste Verminderung. 
Aber bei Lebervenenblut ist der Grad der Hypolactacidamie nach der In- 
fusion schwacher als bei Carotisblut. “Wenn sich auch eine solche Hypo- 
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lactacidamie nachher allmahlich renormalisiert, liegt der Milchsaurespiegel 
bei Carotisblut nach Ablauf von 90 Minuten noch in samtlichen Versuchen 
niedriger als sein Anfangsewrt, wahrend er bei Lebervenenblut in 3 Versuchen 
iiber den Anfangswert steigt, in den 2 iibrigen Versuchen dagegen den 
letzteren nicht erreicht, sich jedoch im Vergleich mit dem bei Carotis- 
blutinfusion vielmehr dem Anfangswert nahert. 

Aus dem Gesagten geht namlich hervor, dass Carotis- und Lebervenen- 
blut von insulinisierten Kaninchen wohl eine Milchsaurevermindernde 
Wirkung haben, aber der Grad der Wirkung bei Lebervenenblut deutlich 
schwacher ist und dass auch die Renormalisierung der hervorgerufenen 
Hypolactacidamie bei Lebervenenblut schneller erfolgt. 

Es ist allerdings eine selbstverstandliche Tatsache, dass das Blut von 
mit grossen Dosen Insulin behandelten Kaninchen, wie oben erwahnt, dic 
eigentliche Wirkung des Insulins, d.h. Blutzucker- und Blutmilchsaure- 
verminderung, die im Eingang beriihrt wurde, zeigt; allein man kann einen 
interessanten Unterschied zwischen Carotis- und Lebervenenblut wahrneh- 
men, wenn man beide Blutarten in ihrer Wirkung vergleicht. Die Wirkung 
des Lebervenenblutes ist namlich im Vergleich mit der des Carotisblutes 
immer deutlich schwacher. Wie in der |. Mitteilung geschildert wurde, 
kann Carotisblut normaler Kaninchen Hyperglykamie und leichte Hypo- 
lactacidamie, Lebervenenblut dagegen Hypoglykamie und Hypolactaci- 
damie hervorrufen. Darum sollte Lebervenenblut von insulinisierten Kanin- 
chen eigentlich eine Verstarkung seiner Wirkung erfahren, allein es zeigt in 
Wirklichkeit eine gegeniiber Carotisblut stark abgeschwachte Insulinwirkung. 
Das muss als eine sehr interessante Tatsache bezeichnet werden. 

Machara,” D’Amatou. Lombardi™ beobachteten, dass bei Injek- 
tion einer Mischung von Insulin und Leberextrakt eine viel starkere Insulin- 
wirkung auftrat, als wenn man Insulin allein verabreichte, und stellten fest, 
dass die Wirkung des Insulins durch Leberextrakt verstarkt wurde. Chilla* 
teilte mit, dass bei Diabetikern, bei denen Insulin unwirksam blieb, durch 

Verabreichung von Insulin mit Leberextrakt befriedigende Erfolge erzielt 
werden konnten. Dagegen haben Oda,® Leszler u. Pauliczky™ und 
Steinitz® nachgewiesen, dass Leberextrakt, wenn man ihn auch zugleich 
mit Insulin darreicht, die Wirkung des letzteren keineswegs verstarkt. Soga® 
aber beobachtete, dass im Gegenteil die Insulinwirkung durch gleichzeitige 
Verabreichung von Leberextrakt gehemmt wird. Da er auch bei Darreichung 
von Insulin mit Muskelextrakt ahnliche Ergebnisse gewann, so sagte er, dass 
diese hemmende Wirkung keine spezifische des Leberextraktes sei. Nach 
Miyazaki u. Yamamoto,” Hungerland® soll Insulinhypoglykamie 
durch langere Verabreichung von Leberextrakt abgeschwacht wurden. 
Hazama*stellte aus Beimischungen von Insulin zu Leber-, Gehirn- oder 
Muskelbrei Extrakte her und untersuchte damit die Insulinwirkung; da er 
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dabei wohl bei Gehirn- und Muskelextrakt, aber nie bei Leberextrakt eine 
Blutzucker vermindernde Wirkung wahrnahm, so gab er an, die Leber 
zerstére das Insulin. Wenn auch iiber den Zusammenhang zwischen Insulin- 
wirkung und Leberextrakt, wie oben erwahnt, Meinungsverschiedenheiten 
vorliegen, sind die Versuche der obengenannten Autoren doch von ganz 
anderer Art als die meinen, denn ihre Versuche wurden mit Leberextrakt 
durchgefiihrt. Aus meinen Versuchsresultaten geht jedenfalls hervor, das 
die Insulinwirkung durch Leberpassage deutlich abgeschwacht wird. 

Nachdem Biirger u. Koh! nachgewiesen hatten, dass das Blut von 
Menschen und Tieren eine Insulin zerstérende Kraft besitzt, stellte 
Kohl" durch weitere Untersuchungen fest, dass diese Kraft des Blutes 
bei Diabetikern sehr gesteigert ist, bei Carcinom, Hypertonie, Lungen- 
tuberkulose, Schilddriisen- und Nierenerkrankungen dagegen keine Abwei- 
chung von der gesunder Menschen zeigt. Da er ferner nachwies, dass sie 
bei Leberzirrhose deutlich herabgesetzt ist, schloss er, sie hange wahrschein- 
lich wesentlich mit der Leberfunktion zusammen. Diese Ansicht scheint 
gewissermassen mit vorliegenden Versuchsergebnissen ibereinzustimmen. 
Darum ist es eine interessante Frage, wie sich diese Insulin abschwachende 
Kraft nach Passage durch die geschadigte Leber verhalt. 


II. Versuche mit zuerst experimentell leber- 
geschadigten, dann mit Insulin vorbehandelten Kaninchen 
entnommenem Carotis- und Lebervenenblut. 


Den nach gleicher Methode wie in Mitteilung I. lebergeschadigten 
kaninchen wurden nach Verabreichung von Insulin Carotis- und Leber- ° 
venenblut entnommen und 2 anderen gesunden Empfangerkaninchen in 
die Ohrvene infundiert. An den vor und nach der Infusion aus der A. 
carotis der Empfanger entnommenen Blutproben wurden vergleichende 
Bestimmungen ausgefiihrt. 


1. Versuche bei Choledochusunterbindung. 


Wenn nach Ablauf von ungefahr 72 Studnen nach der Choledochus- 
unterbindung die Symptome des Ikterus deutlich auftraten, wurde dem 
Spenderkaninchen Insulin verabreicht und dann Carotis- bzw. Lebervenen- 
blut entnommenen und den Empfangerkaninchen injiziert. Je 5 Versuche 
wurden ausgefiihrt (Fig. 2). 

Blutzucker: Nach Ablauf von 30 Minuten nach der Blutinfusion 
nimmt der Blutzucker ausnahmslos stark ab, und zwar zeigt er bei Carotis- 
blut in 4 Versuchen und bei Lebervenenblut in 2 Versuchen seine starkste 
Abnahme. In den tibrigen Versuchen nimmt er noch weiter ab und er- 
reicht erst nach 60 Minuten sein Minimum, um danach zum Normalwert 
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zuriickzukehren. Wenn er auch nur in 2 Versuchen nach 90 Minutén 
etwas iiber den urspriinglichen Wert erhéht ist, erreicht er doch in den 
iibrigen Versuchen nach 
Ablauf  derselben Zeit- y, Blutmilchsdurespiagels nach intravenéser Infusion von 
spanne noch nicht den Vor- _—Garotis- u. Lebervenenblut des mit Insulin vorbe- 
wert. Der Grad der hervor- handelten Choledochusunterbundenen 


Fig. 2. Prozentige Veranderuagen des Blutzucker- 


‘ gerufenen Hypoglykamie ist Kaninchens. (Durchschnittswerte) 


bei beiden Blutarten fast % | 





gleich, wenn auch bei Leber- 

venenblut nur um ein % r 

Geringes schwacher. ra 
Man kénnte alsosagen, ~/F \. »7 ph 

dass Kaninchen mit Chole- yy eh 

dochusunterbindung nach ~2% nn 


Verabreichung von Insulin 
entnommenes Carotis- und -30+- 
Lebervenenblut eine fast 








gleichstarke Blutzucker ver- n 2 ! 
mindernde Wirkung Haben. 4 w 60 90 Zeit tn min 
Blutmilchsaure: —— Carctisblut  Blutzucker 


Der Milchsaurespiegel sinkt | * ~~ ~° Lobervaneating 
ebenfalls nach der Blutinfu- 2—-——e jaherrnenblut Pitt mlchsdure 
sion ohne Ausnahme miassig 
und erreicht nach Ablauf von 30-70 Minuten seine maximale Senkung, und 
zwar ist die prozentuale Abnahme, wie mani aus Vergleich mit Tab. 2 ersieht, 
teist gleich stark, wenn sie auch in ihren Durchschnittswerten bei Lebet- 
venenblut nut etwas geringer ist. Eime solche Hypolactacidamie neigt 
wahrend des zeitlichen Ablauf zur Renormalisierung, und nach 90 Minuten 
nahert sich der Milchsaurespiegel ausnahmslos den Vorwerten, ohne sie jedoch 
zuerreichen. Der Grad des Wiederanstiegs ist bei beiden Infusionen nicht 
merklich verschieden. 

Man kénnte also sagen, dass Carotis- und Lebervenenblut von mit 
Insulin behandelten Kaninchen bei Choledochusunterbindung eine fast 
gleich starke Blutmilchsaure vermindernde Wirkung haben. 


2. Versuche bei Phosphorvergiftung. 


0,2 ccm einer 0,5 %igen Phosphorolivendllésung pro kg Kérpergewicht 
wurden den Kaninchen 2 mal in einem Intervall von 24 Stunden injiziert, 
- wenn hach Ablauf von 60-72 Stunden nach der 1. Injektion die Symptome 
‘des Ikterus deutlich auftraten, wurden die Versuche ausgefiihrt. Die 
-Resultate der 5 Versuche sind in Fig. 3 wiedergegeben. 
Biutzucker: Nach der Blutinfasion sinkt der Blutzuckergehalt ohne 
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Ausnahine massig und ist bei Carotisblut in Versuch 3 und bei Lebervenen- 
blut in Versuch 4 erst nach 60 Minuten maximal erniedrigt, wahrende er 
in den tbrigen Versuchen bereits nach 30 Minuten das Minimum erreicht. 

Fig. 3. Prozentige Veranderungen des Blutzucker- Wenn ean Gabel den Pro- 


u. Blutmilchsaurespiegels nach intravenéser Infusion yon reremeer der Abnahme bei 
Corotis- u. Lebetvenenblut des mit Insulin vere.  beiden Infusionenvergleicht, 











behandelten Phosphorkaninchens. ist dieset bei Lcbervenenblut 
(Durchschnittswerte ) nur etwas, so doch jedenfalls 

%, | niedriger. Nachdem der 
Blutzucker sein Minimum 

a erreicht hat, nimmt er mit 
Se 1% a Pat dem zeitlichen Ablauf aus- 

-%) ~\ ues nahmslos zu und erreicht 
hater eel nach 90 Minuten bei Carotis- 

-20- Ne ~ blut in 2 Versuchen und bei 
Lebervenenblut ebenfalls in 

-30l4 ! ; 2 Versuchen atmahernd den 
O 30 60 GOZeit in min Vorwert, in den iibrigen 
——  Carotisblut Blutzucker Versuchen dagegen bleibt er 
<-akadiy Epmerrnentlys pei giacd os gegeniiber dem Vorwert 
om ——=—>b Lebervencnblut mcneaare + neidriger. Das Wieder- 


ansteigen zum Normalwert 
scheint bei Lebervenenblutinfusion etwas schneller zu erfolgen. 

Das Carotis- und Lebervenenblut von mit Insulin behandelten, phos- 
phorvergifteten Kaninchen haben namlich starke Blutzuckervermindetnde 
Wirkung, nur dass der Grad der Verminderung bei Lebervenenblut ein 
wenig schwacher ist. 

Blutmilchsaure: Die Blutmilchsdure nimmt ebenfalls nach der 
Blutinfusion bald stark, bald weniger ab und zeigt nach Ablauf von 30-60 
Minuten ihre maximale Verminderung, und zwar ist die prozentuale 
Abnahme bei Carotisblut meist etwas grésser. Eine solche Hypolactacida- 
mie geht ausnahmslos dem zeitlichen Ablauf entsprechend wieder zuriick, 
und nach 90 Minuten nahert sich der Milchsaurespiegel zwar dem Vorwert, 
bleibt aber noch etwas unter diesem, abgesehen von einem Lebervenen- 
blut versuch, beidem er nach 90 Minuten etwas héher als der Vorwert liegt. 
Das Wiederansteigen zum Normalwert scheint bei Lebervenenblutinfusion 
etwas schneller zustande zu kommen. 

Also, das Carotis- und Lebervenenblut von mit Insulin behandelten, 
phosphorvergifteten Kaninthen rufen Milchsaureverminderung _hervor. 
Der Grad der Verminderung scheint aber bei Lebervenenblut ein wenig 
schwacher zu sein, auch die Wirkung bei Lebervenenblut etwas schneller 
zu verschwinden. Allein die Differenz ist gegeniiber der Norm sehr gering. 
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Wie aus den obenerwahnten Ergebnissen klar ersichtlich ist, haben 
Carotis- und Lebervenenblut der Kaninchen, deren Leberparenchym durch 
Choledochusunterbindung, Phosphorvergiftung u. dgl. geschadigt ist, nach 
Insulininjektion eine Blutzucker und Blutmilchsaure vermindernde Wir- 
kung. Beriicksichtigt man die bei Leberschadigungen ohne Insulinzusatz 
gewonnenen Ergebnisse der 1. Mitteilung, so ist die obenerwahnte Wirkung 
ohne Zweifel eine Insulinwirkuhg, und zwar kann die Wirkung der beiden 
Blutarten im ganzen genommen als gleich stark angesehen werden. Die 
Wirkung des Insulins wird namlich infolge Passage durch die geschadigte 
Leber nicht so stark wie bei Passage durch die normale Leber abgeschwacht. 

Aus dem Gesagten geht hervor, dass der Leber das Vermégen, die 
Wirkung des Insulins bei Passage desselben durch sie erheblich abzu- 
schwachen, zukommt, das aber bei geschadigten Leberfunktion vermisst wirds 


III. Versuche mit Carotis- und Lebervenenblut 
von Kaninchen, deren R.E.S. zuerst btockiert wurde und 
die dann mit Insulin vorbehandelt wurden. 


Trotz zahlreicher Untersuchungen tiber den Zusammenhang zwischen 
Leber und Insulinwirkung wurde, wie oben erwahnt, bisher der Einfluss 
der Leber mit blockiertem Retikuloendothelialsystem (R.E.S.) auf die Insu- 
linwirkung noch so gut wie nicht untersucht. Um festzustellen, ob die 
in der vorhergehenden Versuchsreihe bestatigte, Insulin abschwachende 
Wirkung der Leber mit dem R.E.S. in irgendeinem Zusammenhang stehe, 

Fig. 4, Prozentige Veranderungen des Blutzucker- wurde die vorliegeade Ve 


u. Blutmilchsaurespigels nach intravenoser Infusion von suchsreihe a. er, 
Carotis- u. Lebervenenblut des mit Insulin vorbe- bei der man Kaninchen 


handelten Kaninchens, bei welchen vorher die nach Blockierung des R. 
Blockierung des R.E.S, angestellt wurde. S.E. Insulin in die Blutbahn 
_ (Durchschnittswerte) brachte und dann die Insu- 


‘ linwirkung seines Carotis- 
und Lebervenenblutes unter- 
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R.E.S. in der Leber auf Insu- 
lin zu _priifen. 

10 ccm Tuschenemul- 
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Insulin wurden ihm Carotis- und Lebervenenblut entnommen und anderen 
Kaninchen intravenés verabreicht. 5 Versuche wurden angestellt 

Blutzucker: Der Blutzuckergehalt nimmt nach der Blutinfusion 
massig stark ab und zeigt,nach Ablauf von 30-60 Minuten ausnahmslos 
die maximale Abnahme, und zwar ist der Prozentsatz.der Abnahme bei 
beiden Blutarten fast gleich hoch und zeigt keine bemerkbaren Differenzen. 
Wenn er auch danach mit Abschwachung der Insulinwirkung zu Erhéhung 
neigt, erreicht er doch nach 90 Minuten noch nicht den Anfangswert. 

Also, Carotis- sowie Lebervenenblut, welches man Kaninchen mit 
blockiertem R.E.S. nach Verabreichung von Insulin entnommen hat, hat 
eine zueinander fast gleichstarke Blutzucker vermindernde Wirkung. 

Blutmilchsaure: Nach Ablauf von 30 Minuten nach der Blutinfu- 
sion sinkt der Milchsaurespiegel ausnahmslos, und zwar zeigt er in je einem 
Versuch schon zu diesem Zeitpunkt seine maximale Abnahme, wahrend er 
in den iibrigen Versuchen erst nach 60 Minuten sein Minimum erreicht. 
Vergleicht man die prozentuale Abnahme, so scheint sie bei Lebervenen- 
blut etwas schwacher zu sein, aber die Differenz ist nur gering. Wenn er 
auch nach 90 Minuten ausnahmslos zur Renormalisierung neigt, erreicht er 
doch ausser in einem Lebervenenblutversuch, in dem er etwas iiber den 
Vorwert erhéht ist, den Vorwert nicht. 

Wie aus dem Gesagten klar hervorgeht, wurden bei Blockierung des 
R.E.S. ebenfalls fast gleiche Ergebnisse wie bei Leberschadigungen erzielt. 
Da aber vorliegende Versuche allein mit in die Leber ein- und aus ihr 
abfliessendem Blut angestellt wurden, wenn auch das ganze R.E.S. des 
Kaninchens durch Verabreichung von Tuschenemulsion blockiert war, 
liegt der Untersuchied zwischen in die Leber ein- und aus ihr ausstrémen- 
dem Blut selbstverstandlich nur darin, dass das ausstrémende Blut mit dem 
blockierten R. E. S. in der Leber im Zusammenhang steht. Wahrend bei 
normaler Leber in bezug auf die Insulinwirkung sehr auffallende Unter- 
schiede zwischen beiden Blutarten beobachtet wurden, verschwanden diese 
doch fast, wenn das Leberparenchym geschadigt war. Da bei Blockierung 
des R.E.S. in der Leber ebenfalls gleiche Ergebnisse gewonnen wurden, 
kénnte man mit Recht schliessen, dass die Fahigkeit der Leber, die Insulin- 
wirkung verschwinden zu lassen, sowohl auf das Leberparenchym wie auch 
auf das R.E.S. in der Leber zuriickzufiihren ist. Die Tatsache, dass in den 
Versuchsdaten bei den Leberschadigungen und bei Blockierung des R.E.S. 
die Hypoglykamie und Hypolactacidamie ergende Insulinwirkung bei Leber- 
venenblut etwas schwacher als bei Carotisblut ist, wenn auch nur so, dass sich 
der Unterschied mit dem bei normaler Leber gar nicht vergleichen |asst, 
kénnte man so deuten, dass Leberparenchymzellen oder R.E.S. teilweise 
intakt bleiben und daher teilweise noch normal] funktionieren. 
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Zusammenfassung. 


Normalen Kaninchen und solchen, bei denen das Parenchym der Leber 
geschadigt oder das E.R.S. blockiert war, wurden nach Darreichung grosser 
Dosen Insulin der Leber ,Zu- und aus ihr abfliessendes Blut entnommen und 
2 anderen Empfinger-Kaninchen getrennt intravends injiziert, um den Ein- 
fluss beider Blutarten auf den Blutzucker- und Blutmilchsaurespiegel zu 
untersuchen. Aus den Versuchsergebnissen gehen fogende Schliisse her- 
vor: 

1. Bei Passage durch die normale Leber wird die Hypoglykamie- und 
Hypolactacidamie-erzeugende Wirkung des Insulins sehr stark abgeschwacht. 

2. Bei Schadigung der Leberparenchymeellen oder bei Blockierung 
des R.E.S. in der Leber wird die Insulinwirkung durch Leberpassage nicht 
abgeschwacht. 

Was nun die Bedeutung oben erhobener Tatsachen anbelangt, so ist es 
selbstverstandlich dem Organismus schadlich, wenn durch Insulinverab- 
reichung unnétige Veranderungen des Blutkohlehydrates hervorgerufen 
wird; darum bestrebt sich die normale Leber, diese unnétige Insulinwir- 
kung abzuschwachen und damit den Kohlehydratumsatz in Ordnung zu 
halten. Bei Schadigung der Leberparenchymzellen oder Blockierung des 
R.E.S. verliert die Leber diese Fahigkeit. Diese Tatsache muss:auch bei 
klinischer Anwendung des Insulins beriicksichtigt werden. 
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Studien tber die den Kohlehydratstoffwechsel 
regulierende Tatigkeit der Leber. 


Ill. Mitteilung: Beeinflussung der Adrenalinwirkung auf Blutzacker 
_ und Blutmilchsaure durch Leberpassage. 


Von 
Akira lizuka 
(x m *) 
(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. Kato, 
Tohoku Universitat zu Sendai.) 
(Received for publication. March 7, 1944) 


Es ist bereits allgemein anerkannt, dass Adrenalin Hyperglykamie und 
Hyperlactacidamie hervorruft. Dass diese Adrenalinhyperlactacidamie 
gleich wie die Adrenalinhyperglykamie vorwiegend von einer Spaltung des 
Leberglykogens herriihrt, ist von einer Reihe Forschern nachgewiesen worden. 
Adrenalin, das die obengenannte Wirkung auf die Leber ausiibt, ist selbst- 
verstandlich ein vegetatives Nervengift; dass es in der Leber, dem Entgiftungs- 
organ, entgiftet wird, ist von veilen Autoren, Langlois,' Battelli,? 
Livon,® Yoshinaga,‘ Hunt, Lesne,* Ogawa,’ Kanauchi,* Machii,® 
Marui u. Machii,” Rico u. Baptister," Richter u. Schloss- 
mann” festgestellt worden, obgleich von Embden u. Firth, Harada," 
Borysiewicz" u.a. das Gegenteil behauptet wurde. Aber die Versuche der 
genannten Autoren wurden hauptsachlich an Tieren mit normaler oder ge- 
schadigter Leber auf die blutdrucksteigernde Wirkung des Adrenalins hin 
durchgefiihrt. Es hat aber bisher noch niemand mit der Methode der Leber- 
passage, die von mir in der 1."* und 2. Mitteilung’? angewandt wurde, unter- 
sucht, welchen Einfluss die Wirkung des Adrenalins Kohlehydratumstaz in der 
Leber erieidet. In den II. Mitteilung’? wurde mitgeteilt, dass die Wirkung 
des Insulins auf den Kohlehydratumsatz in der Leber stark abgeschwacht wird. 
Es ist also ebenfalls eine sehr interessante Aufgabe, zu untersuchen, wie die 
Wirkung des Adrenalins, das ebenso wie Insulin ein Hormonpraparat ist und 
sehr starken Einfluss auf den Kohlehydratumsatz hat, in der Leber, die ja 
das Zentrum des Kohlehydratumsatzes und zugleich Entgiftungsorgan ist, 
verandert wird. Darum wurden die vorliegenden Versuche durchgefihrt, 
in denen man den Einfluss des von Kaninchen, denen man Adrenalin intra- 
vends injiziert hatte, entnommenen, der Leber zu- und aus ihr ausstrémenden 
Blutes auf den Kohlehydratumsatz des Empfanger-Organismus verglichen 
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hat, um festzustellen, welche Veranderungen die Adrenalinwirkung in der 
Leber erleidet. 


Versuchsmethode. 


Gleich wie in den vorangehenden Mitteilungen’* '’ wurden die Ver- 
suche an Kaninchen mit gesunder und geschadigter Leber sowie mit blockier- 
tem Retikuloendothelialsystem (R.E.S.) der Leber angestellt. Die Tiere 
(Spender wie Empfanger) mussten vor dem Versuch 12 Stunden lang fasten. 
Da die Versuchsanordnung ganz die gleiche wie in der 1. Mitteilung’® ist, 
wird ihre Beschreibung hier unterlassen. Als Adrenalin wurde ,,Adrena- 
lin hydrochloricum” (Sankyo) verwandt. Es wurde den Spender-Kanin- 
chen 0,5 mg Adrenalin pro kg Kérpergewicht intravenés eingespritzt, nach 
Ablauf von 5 Minuten wurden ihnen Carotis- und Lebervenenblut entnom- 
men und je 5 ccm dieser Blutproben pro kg Kérpergewicht 2 anderen 
gesunden Empfangerkaninchen in die Obhrvene infundiert. Vor sowie 
30, 60 und 90 Minuten nach der Blutinfusion wurde Blut aus der A. carotis 
entnommen und der Blutzucker- sowie Blutmilchsaurespiegel bestimmt. 


I. Versuche mit adrenalisierten, normalen Kaninchen 
entnommenem Carotis- und Lebervenenblut. 


Die aus den in 5 Versuchen gewonnenen Daten berechnete prozentuale 
Ab- und Zunahme in Durchschnittswerten sind in Fig. 1 kurvenmissig 


dargestellt. Fig. 1. Prozentige Verainderungen des Blutzucker- u. 
Blutzucker: Der Blutmilchsaurespiegels nach intravenéser Infusion von 

Blutzucker zeigt bei Carotis- Carotis- u. Lebervenenblut des mit Adrenalin vor- 

blutinfusion nach 30 Minu- behandelten normalen Kaninchens. 


(Durchschnittswerte) 
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vermindert sich der Blutzucker nach 30 Minuten ohne Ausnahme und zeigt 
nach 60 Minuten seine maximale Verminderung. Eine solche Hypogly- 
kamie neigt danach zum Riickgang; wenn der Blutzucker auch in 3 Ver- 
suchen nach 90 Minuten noch nicht den Vorwert erreicht, ist er in den 2 
anderen Versuchen wieder normal. 

Carotisblut normaler Kaninchen, denen man Adrenalin zufishrte, erzeugt 
also leichte Blutzuckervermehrung und die Wiederherstellung des normalen 
Zustandes erfolgt schnell, Lebervenenblut dagegen ruft massige Blutzucker- 
verminderung hervor. 

Blutmilchsaure: 30 Minuten nach der Carotisblutinfusion sind die 
Milchsaurewerte in den Versuchen 3 und 5 fast unverandert, nehmen aber 
in den 3 wbrigen Versuchen leicht ab, uad zwar zeigen sie in Versuch 4 
ihre maximale Verminderung. In 4 anderen Versuchen nehmen sie weiter 
ab, um nach 60 Minuten ihre maximale Verminderung zu erreichen. 
Wenn sie auch spater langsam wieder ansteigen, sind sie doch nach 90 
Minuten immer noch niedriger als die Vorwerte. Bei Lebervenenblutinfu- 
sion nimmt die Milchsaure ausnahmslos ab und zeigt nach Ablauf von 30-60 
Mistiten ihre maximale Verminderung, deren Prozentsatz ist im Vergleich 
mit dem bei Carotisblutinfusion ausnahmslos deutlich héher. Wenn auch 
eine solche Hypolactacidamie nach 90 Minuten zur Wiederherstellung des 
mormalen Zustandes neigt, erreicht die Milchsaure doch nicht ihren Vor- 
wert, die Renormalisierung ist im Vergleich zu-der bei Carotisblutinfusion 
im entsprechenden zeitlichen Ablauf verzégert. 

Carotis- und Lebervenenblut von mit Adrenalin vorbehandelten, nor- 
malen Kaninchen haben also eine Blutmilchsaure vermindernde Wirkung, 
die bei Lebervenenblut starker ist und langer dauert als bei Carotisblut. 

Wie in der 1. Mitteilung’® bereits erwahnt wurde, hat Carotisblut 
normaler Kaninchen ohne Verabreichung von Adrenalin schon eine Blut- 
zucker vermehrende und Blutmilchsiure vermindernde Wirkung. Hier 
stellte sich heraus, dass Carotisblut von adrenalisierten, normalen Kaninchen 
ebenfalls bei anderen Kaninchen Hyperglykamie und Hypolactacidamie 
hervorruft; und zwar ist der Grad sogar schwacher als bei Infusion von 
Carotisblut normaler Kaninchen. Lebervenenblut normaler Kaninchen 
ohne Verabreichung von Adrenalin verringert den Blutzucker und die 
Blutmilchsaure, Lebervenenblut von mit Adrenalin vorbehandelten, 
normalen Kaninchen vermindert ebenfalls den Blutzucker und die Blut- 
milchsaure, und zwar ist der Grad bei beiden Blutproben fast gleich. Man 
kann also sagen, dass Adrenalin schon 5 Minuten nach Einspritzung in die 
Blutbahn seine Wirkung vollstandig verliert. 

Embdem u. Firth,” Frankel, O’Connor,” Sugawara,” 
Sato," , Yamasawau. Nisigaki™ u.a. behaupten, dass Blut eine Adrena- 
lin zerstérende Funktion hat, diese wird aber von Oliver u. Schafer,* 
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Trendelenburg,* Abderhalden u. Gellhorn,® Mifuji,* Kiku- 
chi,” Harada,'* Wiltshire*® u.a. verneint, die der Ansicht. sind, dass 
dem Blut vielmehr die Wirkung zukommt, den Adrenalinzerfall zu hemmen. 
Die Frage nach Zerfall des Adrenalins im Blut ist also bisher noch umstritten. 
Aus den Resultaten vorliegender Versuche sich aber herausgestellt, dass, 
soweit es die Adrenalinwirkung auf den Kohlehydratumsatz betrifft, sie infolge 
Einspritzung in die Blutbahn aufgehoben wird. Aber man kann nicht leicht 
entscheiden, ob die Hemmung der Adrenalinwirkung wirklich ihren 
Ursprung im Blut selbst hat. 


II. Versuche mit Carotis- und Lebervenenblut von 
solchen Kaninchen, denen nach Leberschadi- 
gung Adrenalin verabreicht wurde. 


An Kaninchen, deren Leber mit derselben Methode wie in Mitteilung 
1’ geschadigt war, wurden folgende Versuche angestellt. 


1. Versuche bei Choledochusunterbindung. 


Um das Leberparenchym zu schadigen, wurde Stauungsikterus dfirch 
Choledochusunterbindung herbeigefiihrt. Wenn nach Ablauf von unge- 


fahr 72 Stunden nach der 
Unterbindung der Ikterus 
augenscheinlich stark auf- 
trat, wurde den Versuchs- 
tieren Adrenalin verabreicht 


Fig. 2. Prozentige Veranderungen des Blutzucker- u 
Blutmilchsaurespiegels nach intravenéser Infusion von 
Carotis- u. Lebervenenblut des mit Adrenalin vorbe- 
handelten Choledochusunterbundenen 
Kaninchens. (Durchschnittswerte) 
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Vorwert; aber die Wiederherstellang des normalen Wertes scheint bei 
Carotisblutinfusion etwas verzégert 2u sein. 
Carotisblut von Kaninchen mit Choledochusunterbindung, denen 
Adrenalin verabreicht wird, ruft im Vergleich mit dem von normalen 
adrenalisierten Kaninchen erheblich starkere Hyperglykamie hervor, und 
Lebervenenblut erzeugt deutliche Hyperglykamie, wahrend dasselbe von 
adrenaliseirten, normalen Kaninchen hingegen Hypoglykaémie erzeugt; 
der Grad der Hyperglykamie ist bei Lebervenenblut ein wenig leichter als 


bei Carotisblut. 
Blutmilchsaure: Bei beiden Blutarten nimmt die Blutmilchsdure 


nach Infusion ohne Ausnahme mAssig zu und erreicht nach 30 Minuten ihr 
Maximum, um dann mit zeitlichem Ablauf zu sinken und sich nach 90 
Minuten dem Vorwert zu nahern. Der Wirkungsgrad ist bei Lebervenen- 


blut etwas schwacher. 
Carotis- und Lebervenenblut von mit Adrenalin vorbehandelten 


Kaninchen mit Choledochusunterbindung fihren also erhebliche Hyper- 
lactacidamie herbei. 


2. Versuche bi Phosphorvergiftung. 


Pro kg Kérpergewicht wurden den Versuchstieren 0,2 ccm einer 0,5 


% igen Phosphorolivenéllésung 2mal in einem Intervall von 24 Stunden sub- 
kutan injiziert. Nachdem 





Fig. 3. Prozeatige Veranderungen des Blutzucker- 
u. Blutmilchsaurespiegels nach intravenoser Infusion von im Ablauf von 60-72 
Lebervenenblut des mit Adrenalin vorbehandelten Stunden nach der ersten 
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rigt, bleibt er doch, abgesehen von Versuch 4, in dem er unter den Vorwert 
fallt, in den 4 tibrigen Versuchen nach 90 Minuten noch im Vergleich zum 
Vorwert etwas héher. Nach der Lebervenenblutinfusion vermehrt sich der 
Blutzuckergehalt ebenfalls deutlich und erreicht in 4 Versuchen nach 30 
Minuten, in dem einen iibrigen Versuch 2 nach 60 Minuten sein Maximum, 
Der Grad der hervorgerufenen Hyperglykamie ist bei beiden Blutarten erheb- 
lich, wenn auch bei Lebervenenblut etwas leichter. Ein so erhdéhter 
Blutzuckerspiegel sinkt wahrend zeitlichen Ablaufs; wenn er auch in Versuch 
4 bereits nach 60 Minuten unter den Vorwert gesunken ist und sich dann 
noch weiter erniedrigt, liegt er in den 4 ibrigen Versuchen noch héher als der 
Vorwert, um dann nach 90 Minuten unter den Vorwert zu sinken oder sich 
letzterem zu nahern. 

Der Einfluss des Carotis- und Lebervenenblutes auf den Blutzucker 
ist bei phosphorvergifteten Kaninchen, denen Adrenalin verabreicht wurde, 
im wesentlichen ganz gleich dem von Kaninchen mit Choledochusunterbin- 
dung. 

Blutmilchsaure: Bei beiden Blutarten nimmt die Blutmilchsaure 
nach Infusion ohne Ausnahme deutlich zu und zeigt nach 30 Minuten ihr 
Maximum; der Grad der Zunahme ist bei Lebervenenblutinfusion immer 
starker. Der erhéhte Milchsaurespiegel sinkt danach allmahlich ab, bleibt 
aber nach 60 Minuten noch héher als der Vorwert, um erst nach 90 Minut- 
en weiter zu fallen. .Wahrend er bei Carotisblutinfusion zu diesem Zeit- 
punkt noch nicht wieder den Vorwert erreicht hat, liegt er doch bei Leber- 
venenblutinfusion ausnahmslos unter ihm. 

Also, Carotis- und Lebervenenblut phosphorvergifteter Kaninchen, 
denen Adrenalin zugefiihrt wurde, rufen Hyperlaktazidamie hervor, die 
bei Carotisblut etwas starker ist als bei Lebervenenblut. 

_ Wie man aus den Ergebnissen der Versuche bei den mit den 2 angege- 
benen Methoden herbeigefiihrten Leberschadigungen ersieht, lasst sich die 
Hyperglykamie und Hyperlactacidamie erzeugende Kraft des zugefiihrten 
Adrenalins, wenn das Leberparenchym geschadigt ist, deutlich nachweisen, 
ohne auch im geringsten gehemmt zu sein. Auf Grund dieses Sachver- 
haltes kann man nun mit Recht annehmen, dass die Tatsache, dass bei 
normalen Kaninchen in die Blutbahn zugefiihrtes Adrenalin seine Wirkung 
verliert, darauf zuriickzufiihren ist, dass das Adrenalin in der Leber mit 
normaler Funktion zerstért wird. Dass die Hyperglykamie und Hyper- 
lactacidamie erzeugende Wirkung bei Lebervenenblut etwas schwacher als 
bei Carotisblut ist, riihrt wahrscheinlich davon her, dass in der Leber, wenn 
sie auch geschidigt ist, doch noch Anteile iibrigbleiben, mit denen sje teil- 
weise normale Funktionen ausiiben kann. 

Hier entsteht nun eine zweite Frage, ob man bei dieser Funktion der 
Leber, die Adrenalinwirkung zu hemmen, die Parenchymzellen der Leber 





oder ih 
suchen | 


Nz 
suchskz 
iert. § 
fuhrt. 

Bl 


Fig. 4 

u. Blutm 
Cari 
handelte 


) 


fo 


ae 





4 


t-? 3 FT 


sehr, 

] 
vener 
letzte 
herst 

] 
die I 
leich 


Wiec 





Kohlehydratstoffwechsel-regulierende Tatigkeit der Leber 163 


oder ihr R.E.S. die Hauptrolle spielen. Darum ging ich folgenden Ver- 
suchen tiber. 


III. Versuche mit Carotis- und Lebervenenblut von 
Kaninchen denen zuerst das R.E.S. blockiert, 
dann Adrenalin verabreicht wurde. 


Nach der gleichen Methode wie in der 1. Mitteilung’* wurde der Ver- 
suchskaninchen das R.E.S. unter Anwendung von Tuschenemulsion block- 
iert. Sie als Spender benutzend, wurden 5 Adrenalinversuche durchge- 
fuhrt. Fig. 4 zeigt die prozentuale Ab- und Zunahme. 

Blutzucker: Bei beiden Blutarten sinkt der Blutzuckerspiegel nach 


Infusion ohne Ausnahme. 
Fig. 4. Prozentige Veranderungen des Blutzucker- 


u. Blutmilchsaurespiegels nach intravenéser Infusion von Wenn auch der Prozentsatz 
Carotis- u. Lebervenenblut mit Adrenalin vorbe- der Abnahme nach 30 
handelten Kaninchens, bei welchem vorher die Blockier- Minuten zwischen beiden 


ung des R.E.S. angestellt wurde. Infusionen keine bedeuten- 
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on Lebereonenbiat hinaus; bei Lebervenen- 
—————® Carotisblu Bluitmilchsaure i i 6 
oon ald Peake s blutinfusion aber verzégert 


sich die Renormalisierung so 
sehr, dass der Blutzuckergehalt noch weit niedriger als der Vorwert ist. 

Es ist also erwiesen worden, dass sowohl Carotis- als auch Leber- 
venenblut eine Blutzucker vermindernde Wirkung zeigen, und dass bei dem 
letzteren Blut diese Wirkung starker zum Vorschein kommt und die Wieder- 
herstellung des normalen Zustandes verzégert ist. 

Blutmilchsaure: 30 Minuten nach der Carotisblutinfusion zeigt 
die Blutmilchsaure in samtlichen Versuchen ihre maximale, wenn auch 
leichtgradige Verminderung. Danach neigt sie mit zeitlichem Ablauf zur 
Wiederherstellung des Normalzustandes und iiberschreitet nach 90 Minuten 
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ausnahmslos etwas ihren Vorwert. Bei Lebervenenblutinfusion sinkt der 
Milchsaurespiegel ebenfalls ohne Ausnahme; wenn auch der Prozentsate 
der Senkung nach 30 Minuten nicht sehr verschieden von dem bei Carotis- 
blutinfusion ist, sinkt er nach 60 Minuten noch weiter ab und zeigt dann 
ausnahmslos seinen tiefsten Stand. Die prozentuale Senkung ist immer 
starker als bei Carotisblutinfusion. Dann steigt der Milchsdurespiegel 
langsam, erreicht aber in allen Versuchen seinen Vorwert nicht, und zwar 


ist das Wiederansteigen gegenitber der Carotisblutinfusion deutlich ver- 


zogert. 

Durch Infusion von Carotis- und Lebervenenblut wird also die Bhut- 
milchsaure erniedrigt, wohl aber ist der Grad starker und die Wiederher- 
stellung des Normalzustandes bei Lebervenenblut verzégert. 

Kurz, wenn man Kaninchen das R.E.S. blockiert und Adrenalin 
verabreicht, so dann die Wirkung ihres der Leber zufliessenden Arterienblutes 
und aus ihr abfliessenden Lebervenenblutes auf den Blutzucker und 
die Blutmilchsaure des Empfangers beobachtet, sieht man, dass die eigent- 
liche Wirkung des Adrenalins, Hyperglykamie und Hyperlactacidamie 
hervorzurufen, gar nicht in Erscheinung treten kann. Insofern als die 
Parenchymzellen der Leber intakt bleiben, wird die Adrenalinwirkung ver- 
nichtet, auch wenn das R.E.S. der Leber blockiert ist. Darum kann man 
sagen, es sei nichts anderes als die Parenchymzellen der Leber, welche die 
Adrenalinwirkung verschwinden lassen. 

Hier muss ein Wort dariiber gesprochen werden, dass, wie Fig. 1 und 
4 zeigen, Carotisblut von adrenalisierten, normalen Kaninchen voriiber- 
gehend eine wenn auch sehr geringe Zunahme (ungefahr 5%) des Blut- 
zuckers hervorruft, wahrend das von adrenalisierten Kaninchen mit block- 
iertem R.E.S. keine Zunahme, sondern vielmehr eine geringe Abnahme 
(ungefahr 5 %) des Blutzuckers herbeifiihrt. 

Uber die Bezichung zwischen der Wirkung des Adrenalins auf den 
Blutzucker und der Funktion des R.E.S. liegen nur sehr wenige Angaben 
in der Literatur vor, namlich Berichte von Kato,” Noma,” Komuro*™ 
und Enomoto.” Von ihnen wurde gleichmassig bestatigt, dass die 
Hyperglykamie erzeugende Wirkung des Adrenalins abgeschwacht wird, 
wenn man das R.E.S. mit grossen Mengen von Tusche oder Elektralgol 
statk blockiert. Das beweist namlich andererseits, dass das R.E.S. die 
Adrenalinwirkung verstarkt. Damit kann man die oben erwahnte Erschei- 
nung erklaren; wenn man namlich normalen Kaninchen in den Kreislauf 
Adrenalin einverleibt, so wird dessen Wirkung, wenn auch seihe Wirkung 
auf den Blutzucker in der Leber zum gréssten Teile aufgehoben wird, anderer- 
siets in dem gesunden R.E.S. verstarkt, so dass nfolge Carotisblutinfusion 
eine wenn auch geringe Hyperglykamie hervorgerufen werden kann. 
Wenn aber das ganze R.E.S. blockiert ist, kann die Blutzucker vermehrende 
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Wirkung des Adrenalins, die in der Leber aufgehoben worden ist, nicht 
mehr durch das R.E.S. verstarkt werden, so dass keine Hyperglykamie zum 
Vorschein kommt. 


Zusammenfassung. 


Um zu untersuchen, welche Veranderung die Wirkung des Adrenalins 
auf den intermediaren Kohlehydratstoffwechsel durch die Leber erleidet, 
wurde drei verschiedenen Gruppen von Versuchstieren, d.h. normalen 
Kaninchen und solchen mit geschadigtem Leberparenchym sowie mit 
blockiertem R.E.S., Adrenalin in grossen Dosen zugefiihrt und das deg Leber 
zu- und aus ihr ausfliessende Blut entnommen. Die beiden Blutarten 
wurden dann je einem anderen gesunden Empfanger-Kaninchen infundiert, 
und an dem letzteren entnommenen arteriellen Blutproben wurden der 
Zucker- und Milchsauregehalt bestimmt und dessen Unterschiede zwischen 
den beiden Blutarten ermittelt. 

1. Carotisblut von mit Adrenalin behandelten, normalen Kaninchen 
hat eine leichtgradig Blutzucker vermehrende und Blutmilchsaure vermin- 
dernde Wirkung; Lebervenenblut hingegen vermindert den Blutzucker- 
spiegel deutlich und den Blutmilchsaurespiegel stark. Die eigentliche 
Hyperglykamie und MHyperlactacidamie hervorrufende Wirkung des 
Adrenalins wird namlich durch die Leberpassage aufgehoben, 

2. Bei Kaninchen, bei denen das Leberparenchym durch Chole- 
dochusunterbindung oder Phosphorvergiftung geschadigt ist, ist im Carotis- 
sowie Lebervenenblut nach Adrenalinverabreichung die eigentliche Wir- 
kung des Adrenalins, den Blutzycker und die Milchsaure deutlich zu ver- 
mehren, noch erhalten. 

3. Bei Kaninchen mit blockiertem Retikuloendothelialsystem (R.E.S.) 
zeigen Carotis- und Lebervenenblut nach der Adrenalindarreichung im 
Gegensatz zu den oben angegebenen Leberschadigungen die eigentliche 
Wirkung des Adrenalins, Hyperglykamie und Hyperlactacidamie zu erzeu- 
gen, nicht mehr. 

4. Die Blutzucker und Blutmilchsaure vermehrende Wirkung des 
Adrenalins wird also in der Leber aufgehoben, was wohl nicht auf die 
Funktion des R.E.S., sondern vielmehr auf die der Parenchymzellen der 
Leber selbst zuriickzufiihren ist. 

Aus dem Gesagten ist erwiesen worden, dass die Leber die Fahigkeit. 
hat, durch die Funktion ihrer Parenchymzellen die ibermassige Hyper- 
glykamie und Hyperlactacidamie infolge der Mehrgabe des Adrenalins 
aufzuheben, um damit den intermediaren Kohlehydratstoffwechsel in 
Ordnung zu erhalten. ; 
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1. Einleitung. 


Abgesehen davon, dass solitare oder gehaufte Tuberkeln der Leber 
selten bei der Sektion gefunden werden, ist es schon seit langem wohl be- 
kannt, dass die Miliartuberkulose der Leber oft als eine Folge der allge- 
meinen Miliartuberkulose oder als eine Komplikation schwerer Darmtuber 
kulose entsteht. Ferner ist es auch wohlbekannt, dass die fortgeschrittene 
Lungentuberkulose in vielen Fallen ausser diesen spezifischen pathologis 
chen Veranderungen durch unspezifische wie Fettleber, Stauungsleber und 
dergleichen kompliziert wird'®. 

Der Zusammenhang zwischen Lebercirrhose und Tuberkulose ist heute 
noch nicht endgiiltig geklart, trotzdem sich viele Autoren seit langem damit 
beschaftigt haben. 

In neuerer Zeit schliessen sich allmahlich viele von ihnen der Ansicht 
von Hausmann u. a. an,*® die vom klinischen Standpunkt aus be- 
haupteten, dass die Hepatitis in dem sogenannten hamatogenen Ver- 
breitungsstadium von Ranke entsteht. 

Aber die Leberfunktionsstérung wird nicht bloss durch diese ana- 
tomischen Veranderungen der Leber verursacht, sondern vielmehr sind 
auch solche Fille denkbar, in denen der Einfluss des Toxins der Tuber- 
kelbazillen durch das Diencephalon, das Zentrum des intermediaren 
Stoffwechsels, oder durch die inkretorischen Organe korrelativ auf die 
Leberfunktion Einfluss ausiibt. Wir kénnen leicht vermuten, dass die 
Leber als ein wichtiges Organ, welches an verschiedenen intermediaren 
Stoffwechseln beteiligt ist, oder als ein Organ des Retikuloendothelen- 
systems in enger Bezichung zu den Stoffwechselstérungen bei Lungen- 
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tuberkulose oder zur Tuberkuloseimmunitat usw. steht. Inwiefern, in 
welchem Stadium der Lungentuberkulose oder in welchem Krankheits- 
bild werden die Funktionsstérungen der Leber bei. Lungentuberkulose 
nachgewiesen ? Um diese Fragen zu lésen, wurden bei Patienten un- 
serer Klinik verschiedene Funktionsprifungen der Leber ausgefiihrt und 
die gewonnenen Resultate verglichen. 


2. Kongorotprobe und Bauer sche Galaktoseprobe : 
bei Lungentuberkulose. 


Friiher hat Oka® in unserer Klinik in Tierversuchen, bei denen er 
Tieren viele Farbstoffe inst Blut injizierte und ihre Ausscheidungswege 
untersuchte, festgestellt, dass das Kongorot aus der Leber allein ausge- 
schieden wird. Ninomiya’ hat konstatiert, dass bei experimentell 
lebergeschadigten Tieren und Leberkranken die Ausscheidung von Kon- 
gorot im Blut im Vergleich mit den Kontrollpersonen und- tieren ausges- 
prochen verzégert ist, und diese Kongorotprobe zur Funktionspriifung der 
Leber angewendet. Ko yama® hat von der von ihm selbst modifizierten 
Methode von Ninomiya, in der er mittelst der kolorimetrischen Methode 
eine Stunde nach der Kongorotinjektion leicht den Konzentr=tionsgrad des 
Kongorots im Blut bestimmen konnte, berichtet, dass sie zur Priifung der 
Leberfunktionen sehr brauchbar ist. 

Wir haben an 112 Lungentuberkulésen die Kongorotprobe nach K o- 
yama und die Bauersche! Galaktoseprobe durchgeftihrt und folgende 
Resultate erzielt. 

Von 112 Lungentuberkulésen wurden Kongorotausscheidungsst6run- 
gen bet 62 Fallen (55,2%) nachgewiesen, und die Galaktoseprobe fiel 
bei 10 Fallen (8,9%) positiv und bei 7,1% subpositiv aus. 

Bei PrimArinfektion und Pleuritis fielen Kongorot- und Galaktose- 
probe negativ aus, bei infiltrativer und hamatogener Frithform war die 
Galaktoseprobe bei allen Fallen negativ; wenn auch die Kongrotprobe 
in manchen Fallen positiv war. 

Bei der Lungentuberkulose im fortschreitenden Stadium aber fiel die 
Galaktoseprobe oft positiv aus und zeigte die Kongorotprobe deutlich einen 
héheren Prozentsatz der positiven Ausfalle. 

Wenn man die Senkungsgeschwindigkeit der Erythrozyten und die 
Ergebnisse der Kongorotprobe vergleicht, so sicht man, dass, je grésser der 
Senkungswert war, bei desto mehr Fallen die Kongorotprobe positiv aus- 
fief und dass namentlich in vielen von den Fallen, deren Senkungswert 
itber 60mm lag, ee Kongorotausscheidungsstérung festgestellt wurde. 

Wenn man die Zusammenhange zwischen dem Verlauf der Tuber- 

kulose und der Kongorot- und Galakteseprobe betrachtet, so erkennt man, 
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positiv und 7,6% subpositiv aus. 


Funktionspriifung der Leber bei Lungentuberkulose 


dass der Prozentsatz der positiven Ausfalle beider Proben bei Schwerkran- 
Von 13 Fallen mit tédlichem Ausgang 


fiel die Kongorotprobe bei 92,2% positiv, die Galaktoseprobe bei 38,4% 
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Tabelle I. 
Kongorotprobe und Galaktoseprobe bei Lungentuberkulose. 
Kongorot- | Senkungsgeschwindig- | 
. Gesa- jda- probe Galaktoseprobe keit 
Diagnose | rtzahl | von (nach (nach Bauer) | (nach Westergre!) | Rangng 
: Koyama) | | (1. Stundenwert) | 
Primaria es rire 17 T1-303)-31-6020) 11-0... ve, 
woo 6 Pp? (—) 0-30%6(— -)0-2g (6) Mm e ithe 60(20)V gebessert ( 6) 
Pleuritis Me | 1] (=) 0-8076(— ~) 02g (11) _|fsr-otaei=" {3} Ystbone (11) 
a 0-102). 11-30 4) 
9|(—) 0-302! 
Infiltrative \ 31-60.2)61 (1) | 
: 13 —————+ ; (—) 02g(13) |—-7- 1 Ra 1) (St bessert (13) 
Frithform 4 | (4+) 31-402 po Ber Vhs 1) 
Haemato- 6 |(—) 0-80%|) s0-62)-61- 41 yp eee (6) 
gene ll (—) O-2g (11) ebe 
i 4 | (+) 31-40% ri- Pe tee Sy | ssert (4) 
ereeeste 1 | (+) 41-50%|} 61 +(2)_ +P gemnrben (15 
. igebessert (13) 
ige ( 
eg —) 0-28 (17) 11-30(9)-31-60( 5) jnicht 
Chronische 18 | (—) 0-307) 3 "(1) «| 6I- (4) — \gebessert (3) 
Lungen- _|gestor ben ( 2 ) 
7 adit oe en ee es e ] 
en ' Y] 31 | (+) 31-4004) —) 0-2¢ (36) pebemcrt (26) 
patform) | 11-30(8)» 3 1-69 14) Richt 
21 | (+) 41 rm ret: 1-2, 9g (8) 0 61- (31) | \gebessert (17) 
Tabelle II. 


Die Beziehung zwischen Krankheitsprozesse und Kongorotprobe 


und Galaktoseprobe bei Lungentuberkulose, 






























































-Galaktoseprobe 
Kongorotprobe (nach K oy ama) 
Krankheits- Ee | _(machBauer) —__ 
prozess Fall 31-40% a 41-5076 51-6076 | 21-298 | 38 
noeeinlaatnst — fe | Zabl | 2% | Zabl| 9 | Zabl | 9 | Zahl| 96 
Schwertuberku 47,0; 7 | 44h} © |e | 4 1,7} 7 | 41,1 
(Todesfall) ) 6) S3) (3) |(23,0)| 0 0 | (1) | (7,6)| (5) | (38,4) 
Mistelechwer hey m=, 
Sectuled 46 | 24 | ~o | 239} 1 | 20) 5 | 108} 3 | 65 
cian a yarns a 
, “alos! #9 | 8 3 | 69 o} of} 1 | 20 0! 0 
i ae bi eas 
Zusammen | 112 40 35,7| 21 | 187) 1 | o9/ 8 | 71] 10 | 39 


Wenn maa also die Kongorot- und Galaktoseprobe bei Lungentuber- 
kulésen vergleicht, so ersicht man, dass die Kongorotprobe einen viel 
héheren Progentsatz der positiven Ausfalle zeigte als die Galaktoseprobe 
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und dass der Prozentsatz der positiven Ausfalle bei Tuberkulose im fort- 
geschrittenen Stadium, Schwertuberkulésen bzw. Fallen mit grossen Sen- 
kungswerten héher war als bei Tuberkulose im Anfangsstadium, leichten 
bzw. Fallen mit niedrigen Senkungswerten. Bei den meisten der Faille 
mit tédlichem Ausgang fiel die Kongorotprobe positiv aus und die Galak- 
toseprobe zeigte ebenfalls einen relativ hohen Prozentsatz der positiven 
Ausfialle. 


3. Takatasche Serumreaktion bei Lungentuberkulose. 


Die Takata-Serumreaktion™” wurde zuerst von Takata zur Dif- 
ferenzierung von lobarer und lobularer Pneumonie gebraucht. Seit 
Staub und Jezler* darauf hinwiesen, dass diese Reaktion bei Leber- 
erkrankungen, insbesondere bei Lebercirrhose einen erheblich hohen 
Prozentsatz der positiven Ausfalle zeigt, und zur Leberfunktionspriifung 
anwendeten, hat sie viel Aufmerksamkeit auf sich gelenkt. Spater wurde 
von Pongor"* berichtet, dass die Takata-Reaktion in den meisten 
Fallen aktiver, kavernéser und offener Tuberkulose positiv ausfiel: seitdem 
wird diese Reaktion von vielen Autoren als ein Hilfsmittel zur Diagnose 
von Aktivitat der Tuberkulose und zu ihrer Prognosestellung angewende- 
wendet.!720, 

Obwohl das Wesen der Takata-Serumreaktion noch nicht geklart 
ist, handelt es sich dabei um eine Kolloid-Labilitatsreaktion, in der das 
Serum als Schutzkolloid gegen ein Kolloidsol wirkt, welches aus Sublimat, 
Fuchsin und Kohlensauresodaanhydrid besteht. Der Ausfall der Reaktion 
wird in gewissem Grade von der Zimmertemperatur und der Dauer des 
Stehenlassens beeinflusst. Wir haben die Reaktion bei einer Zimmertem- 
peratur von unter 10° C und nach 12 Stunden langem Stehenlassen ausge- 
filhrt und folgende Resultate gewonnen. 


Tabelle III. 
Takata-Reaktion bei Gesunden. 

















Ausflockungsréhrchen 
Zahl der, Untersuchten Takata-R. negativ { Takata-R. positiv 
: Pet us dee ‘3 3 Rohrchen | 4R6hrchen | 5 R6hrchen 
mae * > | I Réhreben | 2 Rhrehen | * 86 _ — 
30 3} § 2 | 0 0 | 0 











An 171 Lungentuberkulésen wurde die Takata-Serumreaktion 529 
Mal angestellt und 39,1% der Versuche zeigten positiven Ausfall. In den 
meisten Fallen von Primarinfektion fiel die Reaktion negativ aus, bei 
Pleuritis, infiltrativer und hamatogener Frihform wurde wie oft positiv, bei 
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chronischer Lungentuberkulose war der Prozentsatz der positiven Aus- 
fallen noch héher und bei tuberkuléser Pleuroperitonitis war er am hiéch- 
sten. Bei offener Tuberkulose und Schwerkranken war der Prozentsatz 
der positiven Ausfalle erheblich héher als bei geschlossener Tuberkulose 
bzw. Leichtkranken. 







































































Tabelle IV. 
Die Beziehung zwischen Krankheitsbild und Takata-Reaktion. 
Zahl der e iti 
Krankheitsbild eke. Takata-R. positiv 
suchten (+) (+) (4+) {Im ganzen! % 
Primarinfektion --- -- -:.| 53 2 0 P48 3,7 
ane i 5 6 1 12 21,8 
Haematogene Friihform --- 49 8 5 0 13 26,5 
Infiltrative Friihform... --- 54 10 6 0 16 29,6 
Spitzentuberkulose u. pene’ 
Nachschubinfiltrat| 3 8 6 il 19,6 
Chronische 
L ewe 214 37 46 19 102 47,6 
Pleuroperitonitis--- ---  --- 48 14 16 10 40 83,3 
Tabelle V. 
Die Beziehung zwischen Krankheitsprozesse und Takata-Reaktion. 
Zahi der Tak -R. iti 
Krankheitsprozess Unter- = wetoalare same - 
suchten (+) (+) | (Ht) {im ganzen %e 
Schwertuberkulose --- ---| 50 8 16 | 13 | 37 | 740 
Mittelschwertuberkulose ---| 251 65 62 | 17 | 144 | 57,3 
Leichttuberkulose --- ---| 229 9 ep | 19 | 8,2 











Wenn man die Ergebnisse der Takata-Serumreaktion mit der Sen- 
kungsreaktion vergleicht, so besteht im grossen und ganzen ein Parallelismus 
zwischen beiden Reaktionen. Je héher der Senkungswert war, desto mehr 
fiel die Takatasche Reaktion positiv aus, obwohl in den einzelnen Fallen 
die beiden Reaktionen nicht immer iibereinstimmten. 

Wenn man die Zusammenhange zwischen Takatascher Reaktion 
und Komplementbindungs- sowie Intrakutantuberkulinreaktion betrachtet, 
so erkennt man wohl eine Neigung der Takataschen Reaktion desto eher 
positiv auszufallen, je héher der Prozentsat der positiven Ausfalle der 
Komplementbindungs- und Tuberkul@teaktion war; bei stark positiven 
Fallen dieser spezifischen Reaktionen dagegen neigte dic Takatasche Re- 
aktion zur Herabsetzung des Prozentsatzes positiver Ausfalle. 
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Tabelle VI. 


Die Bezichung zwischen Takata-Reaktion, biologischer Reaktion 
und Bazillenbefund bei Lungentuberkulose. 






































k 
k 
Senkungsgesch- | “Komplementbin- | ‘Tyberkulin-R. | Bazillenbefund 7 
windigkeit dungs-R. | 
ie (CAL), Tory cap) Os,[4= PO gga! ¢—y Kultur (4) . 
Uner~ | 10) 13) _50P!—| (— +) +) HY HME tof a5} 35786 +) | 2 
88 | 136 | 107|226|374| 25| 24| 26/107! 43/162 135) 102) 254| 69 | 186 
|(+)| 21 7 9| 61] 47]. 3] 3] 2] 17) 0} 29) 2 9) 23 9 | 42 
PO th ET Oe NY I Ma a ET ~ 
| (4) | 0] 7] 9| 71] 45| 9] 6| 8| 29) 2] 35| 20/ 12| 26/ 9 | 51 
pg MCs, a BL ee ee 6 A ee ee ee ee ee 
ta-R.| (4#) | | 0} | 30] 16] 2] 2| 6] 1) 0] 10] 6] 2) 7) 4 | 47 : 
ers am 2 Se ee Oe ee oe a 
m | 
“Dik Choe ORR | 
% | 2,2| 10,2) 16,8) 71,7) 31,3) 32,0) 47,6] 61,5) 43,9 4,6, 45,6, 40,0 22,5 22,0 31,2 59,1 | 
































Betrachtet man ferner den Zusammenhang zwischen Verlauf der 
Krankheit und Takata-Serumreaktion, so zeigen manchmal Positiy- oder 
Negativwerden der Takata-Reaktion Verschlimmerung oder Besserung an, 
wohl aber wenden Verschlimmerung oder Besserung nicht immer von Positiv- 
oder Negativwerden der Tak ata-Reaktion begleitet. 


Tabelle VII. 
Dié Beziehung zwischen Krankheitsverlauf und Takata-Reaktion. 



































ro 4g | Krankts ee eT pie sy lt 
proacsse | YUE |) (4) | (K+) [4X] DPPH) 
a Verschlimmert 2 ll | 4 
Night i” ia ance - 
verandert 18 34 3 Ca ) aA 1 | rae 
Gebessert 4 eer | 8 
ittelsch- - _—_ 
peice oa] Verschlimmert 9 | 
kulose iWerschl.— rE. POD LI Hobie] Seer 
gebess.— | 2 
verschl. | 
Gebess.-ver- ATi: fiat Eg ¢ 
schl.-gebess. 
Nicht ae 
Leicht- [| “ 55 l 2 | - 
cuberbulo-}_—aranars eC aa Mes OS Cee Ae 
se Gebessert 15 2 | | 1 














Bei cinigen Schwerkranken wulgge die Reaktion vor dem Tode negativ. 
Aber im grossen und gapzen fiel sie bei vielen relativ schwer Kranken 
dauernd positiv ynd bei vielen relativ leicht Erkrankten |davernd negativ 
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aus. Kurz, der Prozentsatz der Takata-Serumreaktion bei Lungentuber 
kulose ist im Anfangsstadium oder bei leichter und geschlossener Tuber- 
kulose niedrig, bei fortschreitendem Stadium, schwerer und offener 
Tuberkulose hoch und das Positiv- oder Negativwerden der Takataschen 
Reaktiop zeigt manchmal Verschlimmerung oder Besserung der Krankheit 
an. 


4. Vegleich der verschiedenen Leberfunktionspriifungen 
bei Lungentuberkulose. 


An 27 Fallen von Lungentuberkulose wurden die Takata-Serum- 
reaktion, die Koyamasche Kongorot- und die Bauersche Galaktose- 
probe, die Bestimmung des Serum-Bilirubingehaltes, die Urobolinogen- und 
Urobilinreaktion des Urins, die Bestimmung des Gesamteiweissgehaltes und 
der relativen Globulinwerte™’ ausgefiihrt. Wenn man die Ergebnisse dieser 
verschiedenen Priifungen vergleicht, so waren die Takatasche Reaktion 
und die Kongorotprobe in den meisten Fallen positiven Ausfalls der Gakla- 
toseprobe positiv, viele davon reagierten auf die Urobilin- und Urobilino- 
genreaktion ebenfalls positiv. Wenn die Takatasche Reaktion positiv 
war, wurden oftmals positiver Ausfall der Kongorotprobe, Zunahme des 
Serum-Gesamteiweissgehaltes und relativen Globulinwertes festgestellt, wohl 
aber wird die Positivitat der Takataschen Reaktion nicht immer von 
positivem Ausfall der Kongorotprobe oder Zunahmen des Serum-Gesam- 
teiweissgehaltes und relativen Globulinwertes begleitet. 

Zwischen den Resultaten der Kongorotprobe und dem Serum-Ges- 
amteiweissgehalt wie dem relativen Globulinwert konnten keine besonders 
deutlichen Zusammenhange festgestellet werden. 

Kurz, wenn man an Lungentuberkulésen verschiedene Leberfunktion- 
spriifungen ausfiihrt, so werden bei demselben Falle die verschiedene Funk- 
tionssté6rungen der Leber nicht immer gleichmassig nachgewiesen, sondern 
vielmehr fallt oft eine gewisse Art Funktionspriifung allein positiv aus, 
wahrend die anderen negativ bleiben. Was die Ursache dieser Erscheinung 
anbelangt, kann man annehmen, dass bald eine gewisse Leberfunktion 
allein selektiv gestért ist, bald der Gewebezerfall der Lunge oder eine in- 
direkte Wirkung des Toxins der Tuberkelbazillen auf die Ergebnisse dieser 
Leberfunktionsprifungen einwirkt. 


5. Schluss. 


Als man an Lungentuberkulésen verschiedene Funktionspriifungen der 
Leber durchfiihrte und ihre Ergebnisse verglich, fiel die Kongorotprobe bei 
55,2% von 112 Fallen und die Bauersche Galatoseprobe bei 8,2%, positiv, 
bei 7,1% subpositiv aus. Als man an 171 Fallen von Lungentuberkulose 
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Tabelle VIII. 529 

Die Beziehungen zwischen verschiedenen Leberfunktionspriifungen Wer 

bei Lungentuberkulose. funk 

Teetleel Sake) 6 6e)~Ca) Ce) CS ea 

= , APS ESET ESSEC SE EES! 2 09 

Fall he Diagnose a 2 By 2 Belg <8 z =S Eos\,2 ist, ¢ 

S SBE 6547/8 cx 5 oa 2 ox 2° erw: 

| : 2 6 Hée B°5 6 Bo Gal: 

im y. U. 276 Primarinfektion --- ---| — | 09 24 | | 95 —|-| 8,39 | 5,70 | 2,69 | 32,0 Best 

"28. 8.126 PH Primarinfektion a lo6| 27/08) |—| 759 | 6,02 137 20,6 “= 

1 3 |H. — Pulmasinfiwiereng aba 05! 33 | 09! + Do | 9,22 | 6,33 | 2,69 | 31,2 yr 

Te K. D.216 Pleuritis exsudativa ---| 4 1,0, 28 09) — | —| 9,70 | L | 6,29 [oat [35 mal 

“SK. “$246 Redtucmchahen = &) 0,1) Ea 045 —|—| 376 | 567 | 3,04 (343 Wi 

“6. ¥.m8 Tuberkulosis pulm. dup, — jo 22} 05) _|— 34 | 653 | 1,81 ~<A = 

7 IY. K. 248 ‘Tuberkulosis pulm. dup. — | 0,4| 25/06) _ | — “7,27 | 495 | 2,42 {38.2 ton 

8M r. 218 Tuberkulosis pulm. dup. uP = | o 29 | 0,7) _ | - 7,28 | 4,71 | 2,57 | 35,3 wil 

9 . N, 329 Tuberkulosis pulm. dup.) — J 07 27,05) | — 7,11 4.05 3,06 |43,0 pri 
10 T. K. 209 ‘Tuberkulosis pulm. dup. wit | 045 28 | 0,5; — '? Pag 4.71 2,51 34,7 

ufs. x. 1597 ITuberkulosis pulm, sin.) — —lo1 | 20 | 08 ae "9,96 | 7,96 | 2,00 | 200 tstr 

‘12 KK. 8.306 ‘Tuberkulosis pulm. dup, tbe 0 | 24 | 08 i — | 882) 5,26 | 3,56 | ~~ cs 
13 's. A. 286 Infiltrative F#thform ---| + | 1,2| 35 07); | — | 9,74 | 553 | 3 3,21 [36,7 
4 H.H. 168 Plcuseperitonteie oes 2 + 20 14 | 06! ig - 8,10 | 4,71 3,39, 148 
15 Y. r K.178 \Pleuroperitonitis Se 0 28 | 0,5 ca | ” 8,28 | 4,10 | 4,18 |50, 50,4 
16 H. S. 23% Tuberkulosis pulm. dup. Sea 3305) | in ape | 6,07 | “2,77 |31,3 
17 K. ry 306 Pleuroperitonitis --- | # | 2.2) 25 08 4 +!+] 9,46! | 6,54 | 3,01 3,01. 31,8 
“18 |M. S. 169 Pleuroperitonitis --- --.| + 0,3 30 | 0,7 | — | 7,77| 5,49 | 2,28 293 
19 K. 1.218 Tuberkulosis pulm. dup.| + | 3,9| 20 | 09) —|—| 794) 445 5| 3,39 |: 34,2 
20 KK. T. 226. ‘Tuberkulosis pulm. dup. + 08| 41 | 0,7; | —| 9,22 “629 | 2.93 31,7 
“21 sors Haematogene Streuung + | 0,6 | ED 08) 4 | + “747 “3,28 | 419 |560 56,0 
22 Y. 1. 218 Tuberkulosis pulm. dup. + | 0,9! 27 | 0,6) — an Cie — | 6,97 | 4,71 | 2,26 | 32,4 
23 K. 0. 308 pesee res Orie it | 3.4 30 | 08 | + | + | ‘B21 | 4,00 | 4,21 525 
“24 S. £ 216 |Tuberkulosis pulm. dup.| | 38 | 0,4|, + LS re | 871 5,12 | 3,59 | 142 
"25 |K. S. (318 (Tuberkulosis pulm. dup. * | ears 37 | 0,5 | al+ | 9,24 | 4,90 | 4,34 46,9 
“26 E. I K. 229 [Tuberkulosis pulm. dup! oH | 0,4 22 | a5 - x - aE 7,74 | a8 4,50 | 58,1 





‘27 K.H. 226|Tuberkulosis pulm. dup. + | 0,6| 25 | 0,4| — | — | 8.98 | “3,87 | 5,11 |56,9 
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529 Mal die Takata-Serumreaktion: ausfiihrte, reagierten 39,1% positiv. 
Wenn man die’ Zusammenhange zwischen den Resultaten dieser Leber- 
funktionspriifungen und den Tuberkulose-Formen betrachtet, so ist im 
grossen und ganzen der Prozentsatz der positiven Ausfalle bei Initial- oder 
leichter Tuberkulose niedrig und bei Tuberkuose im fortschreitenden 
Stadium oder schwerer Tuberkulose erhéht. Je grésser der Senkungswert 
ist, einen desto héheren Prozentsatz der positiven Ausfalle zeigen die oben 
erwahnten Leberfunktianspriifungen. Wenn man bei demselben Falle die 
Galaktoseprobe, die Urobilinreaktion, die Urobilinogenreaktion und die 
Bestimmung des relativen Globulinwertes ausfiihrte und ihre Ergebnisse 
verglich, so wurden die verschiedenen Funktionsstérungen der Leber nicht 
immer gleichmAssig nachgewiesen, sondern vielmehr: fiel in manchen Fallen 
eine gewisse Art Funktionspriifung allein selektiv positiv aus. Dabei kann 
man auch annehmen, dass der Gewebezerfall der Lunge oder die toxischen 
Wirkungen der Tuberkelbazillen indirekt auf die Leberfunktionspriifungen 
Einflusse ausiiben. Jedenfalls unterliegt es aber keinem Zweifel, dass die 
Leberfunktionen in engster Beziehung zu den Stoffwechselstérungen bei 
Lungentuberkulose stehen. Bei der Behandlung von Lungentuberkulésen 
wird es darum sehr wichtig sein, die Funktionen der Leber genau zu 
priifen. 


Diese Forschung wurde durch Uberlassung von Geldmitteln des Unterrich, 
tsministeriums fiir wissenschaftliche Forschung ausgefiihrt, wofiir herzlich gedankt 
sei.—Prof. Dr. T. Kumagai. 
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The claim of Levene") that mucoitinsulfuric acid exists in the mucus- 
mucin of snail was assumed by H. Suzuki” as probable. To acquire a 
more exact knowledge of it, we submitted, this glycoprotein again to the 
formaldehyde treatment. The product obtained was composed of acetyl- 
hexosamine (Osaki and T urumitest®), uronic acid (Goldsc hmiedt and 
naphthoresorcinol. tests) and sulfuric acid.; Since Suzuki had been able 
to separate glucosamine as pentabenzoate but not chondrosamine from the 
present mucin, we felt at first as if mucoitinsulfuric acid had been isolated. 
A further study, however, revealed that it gives colours with the indole and 
orcinol reagents in respective intensities coinciding mutually as expressed 
as galacturonic acid but not as expressed as glucuronic acid and that it 
rotates D-light to the right contrary to chondroitinsulfuric , acid: and 
mucoitin. In other words, it was found to be a new itinsulfuric acid, which 
we designated “‘ limacoitinsulfuric acid,” | 

The residue of the mucus-mucin was recovered by heating its methylene 
derivative with 0.05 n., HCl according to Sasaki®,. The substance not 
only analyzed quantitatively similar to the foot-mucin prepared by Suzuki 
with respect to carbohydrate and nitrogen but also possessed a resembling 
optical rotatory BEN, It was also proved free from hydrolysable sulfer as 





* Presented at = 19th annual meeting of the Japanese Biochemical Society in Osaka, 
October 29-31, 1948. 
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. . . . . ‘ . . . 
is the foot-mucin. We incline to believe that the mucus-mucin of snail is 
made up of foot-mucin-and limacoitinsulfuric acid. 


} ¢ 
EXPERIMENTAL. 


Preparation Procedures. 
Limacoitinsulfuric acid. 


The ‘mu¢us-mucin was prepatéd similarly a’ was by H. Suzuki, and 
9 gm. of it. were, treated with formaldehyde in. am ;alkaline solution by 
strictly following the processes which Osaki and Hasegawa® applied 
to umbilical mucin. After acidification and centrifugation, alcoholic 
precipitates amounting 700 mgm., when dry, were obtained from the 
supernatant liquid. The cénttifugate after acidifitation was sibjected toa 
repeated operation and set aside, after washing with 1% acetic acid, alcohol 
and ether and dfying. 

Limacoitmisulfuric acid was extracted thrée times frorh the alcohol 
precipitates by shaking the latter with 45 cc. of water and 15 cc. of an 
amylalcohol-chloroform (1: 2 by volume) mixture overnight with following 
centrifugation. The supernatant fluids were combined altogether and 
Shaken repeatedly with portions of the abeve orgariic mixture until no 
jelly forméd. The final turbid solution, that could not be made transparent 
by passing through paper pulp", was acidified to pH 4.5 with a dilute 
acetic acid, agitated with 1 spoonful of purified Kahlbaum kaolin and 
brought onto a thin layer of the kaolin powdet in a Bichnert funnel. To 
the clear filtrate were then atided 15 volumes of glacial acetic acid and 2 
spoonfuls of crystalline sodium acétate (powdered), whereupon gelatinous 
precipitates appeared. The precipitates were centrifuged, washed three 
times with 95% alcoho! ard once with ether and dried in vacuum (P,O)). 
The crop of the white powder obtained was 250 mgm. Mofisch reagents 
produced a gréen and an adjastent ted zone. Neither repetition of mere 
passing through kaolin’ nor tteatment with phosphotungstic acid and 
kaolin® ‘could perfectly remove the réd-dye-giving contaminant. So 
finally the substance was electrodialyzed (Pauli appatatus, 200 volts), ds 
dissélved in 30 cc. of water, for 5 days against many changes of water. 

The solution (Molisch, green) atid thé dialysaté in the anode com- 
partment (Motisch, red) were condensed separately to about 15 cc. and 15 
volumes of glacial acetic acid and sodium acetate were added. Deposits 
obtained were’ washed with acétic acid (gtacial acetic acid diluted with 1/15 
the volume of water), alcohol saturated with NaCl, plain alcohol and an 
alcohol-ether mixture in turn. The products both gave a green zone alone 
by Molisch reagents. They were united and reprecipitated from a little 
volume of water, washed and dried in a like way as above. Crop, 110 mgm. 
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“ Limiacoitinsulfuric Acid” and Mucus-Mucin of Snail 









The remaining part of the mucus-mucin. 


400 mgm. from the acid-insoluble fraction (3.9 gm.) set aside in the 
above were agitated with 120 cc. of 0.05 n. hydrochloric acid at 100°C 
(under reflux and in a boiling water-bath). After 1 hour, the mixture was 
cooled and the insoluble part was centrifuged off. To the water-clear 
solution, Whose pH was 1.8, was added 1 n. sodium carbonate solution to 
pH 6.2, whereby gelatinous precipitates appeared. The precipitates were 
collected by centrifugation, washed with water, alcohol and ether .and 
dried in vacuum (P,O;). The product (white powder) weighed 139 mgm. 










Physical and Chemical Properties. 
Limacottinsulfuric acid. tom 
It was hygroscopic and transparently soluble in water. Molisch, 
green. The naphthoresorcinol test for hexuronic acid was given. Hydro- 
lysable sulfur was present in a largé amount. Quantitative-analytical figures 
obtained are embodied in Table I. 
























TABLE I TasLe II 
Tn In equivalents | In | In equivalents 
per per €quivalent lper per equivalent 
Gt a” ee Ra 
Nitrogen* -- -- - a 2.72 | 1.04 Nitrogen --- --- a 14.09 
l i . 33.59 |* 1.00 , 
ore Glucosamine--- | 4.36 1.00 
Hexuronic Acid - : | 
As glucuronic acid 5 ae Galactose | 
Indole r. | C66) Indole r. --+ | 412 
Orcinol r. 1 5 33. 76 Orcinol r. | 4.16 
As galacturonic acid t Average | 4.14 0.94 
Indoler. ++ -+-| 37.93} 
Orcinol r. --| 37.92 Acetyl --- 1.09 1.04 
Average--- | 37.93 1.04 a 
Hydrolysable sulfur | 6.15 1.02 se anininaaliaai Tn 
Acetyl | 7.25 0.90 eAshe-s ss ° 2 +--+!" 0.76 
Asht -=+| 19,13 







* Micro Van Slyke method (shaken for 
* MicroDumas. 7 Ref.toMasamune, 30 minutes). The corresponding value in foot- 
Suzuki and Kondoh’. { Microanalysis. mucin, 0.749 






Optical rotation in water: 
0.381 x 1.2052 


19 ‘ ww . 
(<],, =—go04ee x 1.0009 x1 > + 98-5 









The part of the mucus-mucin other than limacoitinsulfuric acid. 






It was insoluble in water, but dissolved when alkali was added. - 
Biuret, positive. Molisch, violet. Hexuronic acid (naphthoresorcinol 
test) and hydrolysable sulfur were not detected. Table II above shows the 
quantitative data. 























180 





H. Masamune, T. Yasuoka, M. Takahasi and Y. Asagi 


Optical rotation. 


The substance was dissolved in water with the aid of 0.1 n. NaOH 


and pH of the solution was adjusted to 7.0 with 0.1 n. HCl. 


1 —0.401x28248 r Rip" ) 
(*]5 ="9.0198 x 1.000917 97 Foot-mucin: [a]5 = —56 
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With suction. 

The substance was dissolved in 20 cc. of water, acidified to pH 4-5 with 3024 acetic 


acid and passed through one and the same kaolin layer many times over. The filtrate was 
precipitated with 15 volumes of glacial acetic acid. 


The substance recovered in the former treatment was taken up in 20 cc. of 192 


hydrochloric acid, and after addition of 0.5cc. of 2024 phosphotungstic acid solution (no 
precipitation occurred), stirred up with kaolin and filtered. 10 volumes of glacial acetic acid 
were used for precipitation (fibrous precipitates). 


Masamune, Suzuki and Kondoh, J. Bioch., 1940, 31, 343. 
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Of old by Schmiedeberg” and later on by Takahata® as well as 
Mayer et al® were the proposals put forward that natural chondroproteins 
are made up of chondroitinsulfuric acid as an anion and a protein as a 
cation. However, the claims all remain imaginary because of standing on 
the, basis that an artificial glycoprotein is preparable with this itinsulfuric 
acid and a protein (gelatin, egg- and serum-albumin, edestin, clupein and 
globin) but not on a direct proof in a natural product. 

According to Chapman and others®, an acid dye adsorbs to a 
protein in a quantity that varies with hydrogen ion concentration of the 
solution when they are mixed together. Analogous relation may be, met 
with in a natural glycoprotein containing either mucoitin or an itinsulfuric 
acid if this kind of protein is of salt nature. With such a view, we agitated 
chopped tissue of umbilical cords (human), preliminarily treated according 
to Suzuki®), with water and the aliquot parts of the extract were brought to 
diffferent pH’s some with hydrochloric acid and some with acetic acid. The 
deposits were stirred up with the mother liquid for one day and the sub- 
stances, separated and dried, were reprecipitated and reagitated at the 
same pH as before, after having been dissolved in water by the aid of 
K,CO3;. The mucoitin content diverged from one preparation to another, 
increasing with the acidity where the mucin was thrown down. 

Another experiment made in a reversal way is illustrated in Table I 
and Fig. 1. Funis mucin was separated from an extract at pH 1.8-1.9® 
(hydrochloric acid was used) and redissolved in 0.15% HCl” -and re- 
precipitated at a similar pH as before by diluting with water*). Portions 
of the preparation thus obtained (Sp. 1) were stirred up either with a large 





* Reported before the 19th meeting of the Japanese Biochemical Society in Osaka, 
October 29-31, 1943. 
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volume (100 cc. for 0.1 gm.) of water acidified variously with 0.1 n. HCI or 
of plain water for 5 days and the insoluble residues washed with alcohol and 
ether and dried (Sp. 2-5). From the mucin was found to have heen detached 
more of mucoitin according as water used was less acid. 





Tasre fi 
Effect of Hydrogen Ion Concentration on Composition 
e of Umbilical Mucin. 
T 7 T - a 
Peale | Total ye P 
Total iC | from Ash || amino Total ratio of 
‘| acid  /free basic “de 


glu tee |Mucoitin Remarks 
2 acic ae 
e id “plu curonic, % grouping) N to total 


| s | acid ” calc. 4 % free basic 
ae Bid og 
Sp. 1*(pH1.8-1.9+) 8.47 31.05 | 60.9 0.18} 38.9 0.70 2 


= 
Sp.2 ( pH24t } 8.71| 23.45 | 460 |11.69 423 0.83 2.0 | we 


Funis mucin 








Sp.3 ( pH3.17 )/ 10.45) 21,02 | 41.2 2.81; 56.0 1,01 1,4 water acidified 


with _hydro- 
Sp. 4 ( pH3.67 ) 8.04 13.20 | 25.9 ses 47.6 1.05 0.9 dilorie é#a. 














Sp. 1 was agit- 
‘| ated with’ water. 
| | Sp. | was treat- 
| led -with HCHO 
13.17} 0.0 0.0 | 12.65) 87.4 3.54 0.0 |jina solution neu- 
tralized with 
Ba(OH),. 

* An excess of mucoitin was present in the mother liquid, when this substance was precipitated 
from the tissue extract. +t pH of the mother liquid or of water after the agitation was meas- 
ured electrometrically. {~ Micro Dumas method. § The indole and orcinol methods were 
applied directly to the solutions of the substances. || Micro method. § The remaining part of 
the specimens after subtraction of mucoitin and ash. ** The values of Sps. 2-6 were calculated 
out from that of Sp. 1, which Oh- Uti had estimated*. 


Experimentation extended to chondromucoid (whale) showed that the 
same holds here. The figures relevant to this mucoid are embodied in Table 
iI. Sp. 4 was obtained by extraction and precipitation by the first method 
of Mérner™ and washed with a dilute hydrochloric acid at the pH of the 
mother liquid (pH 1.8)”).##). Its portions were stirred up as in the case of 
umbilical mucin with water at various pH’s—Sps. 5,6 and 7. Sps. 1 and 
2 were prepared by agitating the mucoid, which had been precipitated out 
from a hot acidified extract of the tissue, with the:cold mother liquid” after 
addition of more of hydrochloric acid (chondromucoid is insoluble even at 
pH below 1.0), and Sp. 3 by heating Sp. 4 with 0.5% acid sodium salt of 
chondroitinsulfuric acid (Masamune and Osaki™) in a dilute hydro- 
chloric acid (pH of the solution, 1.8) at 100° for 20 minutes and cooling, 
each followed by washing with dilute hydrochloric acid at the respective 
pH, alcohol and ether and drying. 


Sp-'5 ( pH44t ) 


| 
9.75) 14.90 | 29.2 9.39, 61.4 1.74 0.6 























Sp.6 ( pH7.0{ ) 
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Fig. 1. Effect of Hydrogen Ign Concentration gn the Equivalent Ratio, in Glycoprotein, 
of Chondroitinsulfuric Acid and of Mucoifin to Free Bagic Groups of Protein. 
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TasLe H 
Effect of Hydrogen Ion Concentration on Composition of Chondromucoid. 
re Te . ww 2) se. 
SEE ee eee es ee 
w\ = 3 FS \o N |Eou 2 al ‘2 = _ 
ole] EN g [e238] ti=leel. Xf agzi se 
Chondromucoid a }° r ee) 2 g Bssi a Hae Seige 80/Z 
3 5 l€cl &# BSES | 2 is eetit 28) 
3 Ss isia © 5/8 is sazise® is 
-/f)22)9 ele | Be ese 12 
PR ES < zie = | jae a 
Sp. 1 (pH, 0.75)+ --+ | 11,00 18.86, 10.374 24.6 24.0 | 45.6, 1.23] 58.20.73, 2.1 
Sp. 2 (pH, 1.4 )f -- 126) 19.60) 10,664) 25.3 22,0 | 47,3) 1.41).51.8 4a 2.2 
Sp. 3 (pH, 1.8 )t ---| 10,91) 19.01 11.209) 26.5 19,6 | 46.1) 0.59.53.3,0.74 2.2 
Sp. 4 (pH, 1.8 )t -- at 19.71| 11.234 26.6,9.37tt} 21.1 | 47.7, 0.18 521)0.72, 2.2 |0.15 
Sp. 5 (pH, 2.5 )t --- | 10.70) 18.15] 9.649] 22.8) 20.9 | 43.7)2.73 53.6 0.74 1.9 
Sp. 6 (pH, 3.1 )t --. | 10.78; 18.04 8.184) 19.4 23.7'| 43.1| 1.92 55.00.76 1.6 
Sp. 7 (pH, $4 )t --| 11.41) 16.89) 7.139 16,9 23.3 | 40.2 1,03| 58,8 081) 1.3 | 
Sp. 8*(pH, 7.0 )t --- 113.16 12.58 0.0 | 002.7331 286 | 0.37} 71.0 | Qs 











* Precipitated out from its neutral salution (sat.lime water was used) by means of a chloro- 
form-amylalcohol mixture. + pH of the mother liquid. {pH of the fluid: that had been agitated 
with chondromucoid once separated. { and } Electfometricallymeasured. § Micro Kjeldahl 
and micro Dumas methods. || Hamasato and Akakura method. 4 Osaki method*. 
** Calc. from glucuronic acid. tt Second procedure of Masamune and Tanabe method. 
tt By application of the indole and orcinol methods immediately to the substance. §§ Calc. from 
the excess of hexosamine over the corresponding to glucuronic acid. || {| Micro method. 4{ The 
rest of substance after subtracting the sum of ‘total polysaccharides and ash. ***, The ‘values in 
Sps. 1-3 and 5-7 were calculated out from that in Sp. 4, which bad been estimated by Oh - Uti.™ 
ttt Micro Yan Slyke method, 
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As is seen plainly from Fig. 1, the quantity (expressed in equivalent 
ratio) of chondroitinsulfuric acid bound by the basic groups is largest at 
pH 1.8 and remains constant on the acid side of this point, while it becomes 
less and less towards more alkaline side. In the corresponding curve of 
mucoitin the gradient at pH’s between 1.8 and 4.4 is steeper. The maximum 
quantities adsorbed of mucoitin and chondroitinsulfuric acid were respec- 
tively about three and two times as much as the caluclated from the number 
of the polar groups’. These findings are explainable by the difference in 
dissociation grade of the polar groups. At pH of 1.8, where the basic groups 
are considered as ionized to a full extent, dissociation of carboxyl is 
remarkably depressed in contradistinction to that of the sulfate rest and, 

consequently, mucoitin (monovalent) more than twice in number of molecu- 

lés than chondroitinsulfuric acid (divalent) is needed to bind the same 
number of the basic groups. On the alkaline side of pH 2.5, the basic 
groups are ionized in part and bound firmly by the sulfate rest but only 
loosely by carboxyl (hydrolysis) and therefore mucoitin less in equivalent 
is separated as combined with protein than chondroitinsulfuric acid. In 
support of this interpretation will be the fact that chondroitinsulfuric acid 
comes out in the form of acid sodium salt and mucoitin as free acid, when 
they are precipitated from water with glacial acetic acid and sodium 
acetate™,16), 

To adduce a further evidence for the salt nature of the present kind of 
glycoprotein, it was tried to remove the protein moiety completely from 
mucoitin or chondroitinsulfuric acid at neutral reaction. From tendo; 
mucoid '”), scleramucoid f'* and mucus-mucin of snail!®), as was already 
reported, could be separated the protein moiety as methylene derivatives 
free from itinsulfuric acid. But it was effected at alkaline reactions, though 
weak, and so scission of such a possible chemical union as amide or 
ester between the acid and protein may have occurred thereby. For the 
present purpose funis mucin was dissolved in water (400 mgm. in 33.3 cc.) 
by the use of 1/5 saturated baryta water (6.7 cc.), avoiding risk to alkalinize 
the solution, and shaken with formaldehyde (4 cc. of formalin as diluted with 
40 cc. of water) under occasional supply of the baryta water to maintain the 
pH at 7.0. The barium salt,of the methylene protein is insoluble and 
precipitated out in the mean time. The deposit was collected, shaken 
repeatedly with water, which had been neutralized with the baryta water, 
washed with alcohol and ether and dried. The product was free from 
glucuronic acid (Table I, Sp. 6). In chondromucoid the above procedure 
was not available because of the solubleness of the barium salt of the 
methylene protein. Therefore we resorted to chloroform treatment in this 
case. Chondromucoid (a preparation obtained at pH 1.8) was suspended 
in water and after dissolution within pH 7.0 by the aid of saturated lime 
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water, precipitated out by repetition of shaking at pH 7.0 (the lime water 
was compensated fromm time to time to keep the solution at this pH) with a 
chloroform-amylalcohol mixture. The gelatinous deposits were centrifuged, 
washed with alcohol and ether and dried. They were purified together by 
carrying out the operations over again. It contained acetylglucosamine- 
galactose-sulfuric acid complex®” but not chondroitinsulfuric acid (glu- 
curonic acid was not detected) (Table II, Sp. 8). 

Formaldehyde combines, needless to say, with free amino groups of 
protein but the mechanism, wherethrough chloroform precipitates proteins, 
has been left undiscussed since Sevag’. Therefore we treated caseinogen 
and edestin with chloroform in a similar manner as above and analyzed the 
jelly obtained, after washing with alcohol and ether and drying (Table III). 
No small part of e-NH:2-group of lysine had been changed into a form inert 
to nitrous acid. Precipitation of proteins by chloroform might be ascribable 
to the decrease in number of a polar group or polar groups in the protein 
molecule. On the other hand, unmistakable reduction of total nitrogen; 
though to a slight extent, was observed. Most probably, however, the lipoids, 
which had contaminated the original substances, accumulated in the pro-, 
ducts, because the jelly was shrunk by adding alcohol without antecedent 
removal of the enclosed chloroform-amylalcohol mixture, into which most of 
the lipoids had possibly come over, and in addition its total yield did not 
reach, particularly in the case of caseinogen, beyond a small fraction of the 
protein taken. The corresponding product from chondromucoid contained 
as much nitrogen as the computed from the material started with. 

There remains still a possibility open that the glycoproteins under 
investigation are coacervates through auxiliary valency, which was excluded 
by the following experiment. A “‘ genuine complex-like symplex-polysac- 
charoprotein” of v. Przylecki® was prepared with salmine and dextrin. 
The substance obtained was made up of the components in the ratio 13: 10, 
as calculated from nitrogen on an ash-free basis. Its neutral solution was 
shaken with a chloroform-amylalcohol mixture. Analysis of the jelly sepa- 
rated and dried showed that the chloroform treatment had not given rise 
to any alteration in composition of the symplex (Table IV). Hence, poly- 
saccharide-protein linking through auxiliary valency is resistant to chloro- 
form. 

The salt nature of itin- or itinsulfuric acid-containing glycoproteins, we 
believe, has been thus established): To almost all of other kinds of glyco- 
protein we have adapted the chloroform procedure in vain to separate the 
carbohydrate part. Whether the carbohydrate is involved in these glyco- 
proteins by means of principal valency or with the aid of the auxiliary 
is being studied, 
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EXPERIMENTAL. 
Tow of the experiments are in need of full description. 


Experiments on Gaseinogen and Edestin. 


0.8 gm. of caseinogen (Hammarsten, E. Merck) was taken up in 
50 cc. of water with the aid of saturated lime water, avoiding shift of pH 
of the solution beyond 7.0 and the opalescent solution (pH, 7.0) was 
shaken with 30 cc. of a mixture of chloroform and amylalcohol (2:1 by 
volume) for 1 day. The jelly was centrifuged, dehydrated ‘with alcohol, 
washed with ether and dried in vacuum (POs). The upper water layer 
(pH, 7.0) was subjected to the same procedure with chloroform and amyl- 
alcohol many times until almost nojelly was obtained. Total crop, 120 


mgm. 











Tasie II 
Effect of Chloroform Treatment on Composition of 
Caseinogen and Edestin. 
Caseinogen °° "| ; Edestin 
Before CHCI,-| After GHCI,- | Before CHGI,—| After CHCI,- 
treatment % | treatment % | treatment % treatment %0 
N*® tee tee tee tee tee tee 14.9 12.73 - 18.95 18.30 
(14.05) 4 
NH,-Nft o-s) eevee tee vee 0.66 0.11 0.22 0.10 
€ 0.12)4 
Total basic ‘N: : 
Calc. from metani 
yellow adsorbedt see eee 1.08 ( O86) 1.65 1.43 
Cale. fromhexone 
§ te 1.4 1.69 
Arginine-Nx 2 ene, ee ee 0.38 1.25 
Histidine-Nx 5 pee nee nee 0.17 0.18 
. 1 
LysineNx 5 ves 0.59 0.26 
y  Re a re Coes herd lan 1,36 9.3 0.78 ; 1.37 














* Micro Kjeldahl and micro Dumas. f Micro Van Slyke. { Method of Chap- 
man et al. § Figuresof Oh-Uti™. || Micro method. {4 The value on an ash-free basis. 


In the case of edestin, 2 gm. of this protein |(E, Merck) were alissolved in 
21 cc. of 10% saline solution, filtered through cotton wool and treated with 
the organic mixture similar to above. The jellies obtained were combined, 
powdered in a mortar and after washing with 0.5% saline solution, 50 
and 95% alcohol and ether, dried in vacuum (P,O5). It amounted to 
750 mgm. 
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Salminodextrin. 


100 cc. each of 1% salmine sulfate (freshly prepared) and 4%, dextrin 

(E. Merck) solutions were mixed together, and 8 cc. of 1 n. NaOH and 
subsequently 1 gm. of NaCl were added. After standing overnight the 
precipitates were collected, washed with 0.01 n. NaOH, 95% alcohol, ab- 
solute alcohal (until the washing showed neutral reaction), and ether in 
turn and dried in vacuum (P,O)). 

TABLE IV Yield in averages, 140 mgm. It 


Effect of Treatment with a Chloroform- Ws free from sulfate. 100 mgm. 


Amylalcohol Mixture on Composition of the product were dissolved in 
of Salminodextrin. 10 cc. of water™ and the solution 

‘Before the | After the which was alkaline (pH, 9.5) was 
: _treatment | treatment neutralized with 0.1 n. HCl and 
No wee wee ee ee 13.3 13.4 shaken with 3 cc. of a chloroform- 
or oe dat ye nes sais amylalcohol mixture (2:1 by 
aah any. at rs ‘ i yolume)for | day. The jelly obtain- 
Ol is ae es ae 26.6 ed (the watery layer was neutral) 
* The corresponding forces before and after Wet at chien nents with 
water (12 cc.) and the organic 


the hydrolysis of dextfin were 8.4 and 78.592 re- i ‘ . 
spectively as glucose. mixture (3 cc.), each time being 

followed by centrifugation. Final- 
ly it was dehydrated with alcohol, washed with ether and dried in vacuum 
(P20s). 


We wish to express our thanks to the Foundation for Promotion of Science 
and Industrial Research and the Government Grant Committee for Scientific 
Researches of the Education Department for grants to carry out this investi- 
gation. 
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Masamune and Yasuoka" have established that itin and itinsulfuric 
acid function as an anion in the make-up of natural glycoproteins. From 
this view-point this kind of carbohydrate is not necessarily assumed as 
combined in a tissue with a protein or proteins peculiar to the glycoprotein 
or glycoproteins which are separable therefrom. It would be therefore 
very worth-while to study the proportions in tissues of the total number of 
acid groups of itin or itinsulfuric acid to that of the free basic groups of 
protein. 

Tissues that are practically devoid of chromo- and nucleo-protein were 
selected for the present purpose. Namely, human umbilical cords were 
removed from the blood vessels, whale nasal and bull tracheal cartilages 
from perichondrium and in the former also from blood vessels, and bull 
tendon (tendon of flexor digiti pedis profundus) from the sheath, and then 
the tissues were. minced, dehydrated with changes of 95% alcohol and 
dried at first ina Faust apparatus (35°C) and afterwards in vacuum (P,Os) 
to constant. Analysis was made on nitrogen (semi-micro Kjeldah]), 
hexosamine (Hamasato and Akakura method”), glucuronic acid (a 
modification of Osaki method®) hexone bases (Oh-Uti method”) and 
ash. 

As is seen in Table I, in the cartilage of whale nose the acid groups of 
chondroitinsulfuric acid extremely surpass the equivalent of the protein 
basic groups, whereas in the human umbilical cord and the tendon the both 
kinds of group are in the reverse quantitative relation. Bull tracheal 
cartilage contains them bearing approximate comparison with each other. 





* Presented at the 19th annual meeting of the Japanese Biochemical Society in Osaka, 
October 29-31, 1943. 
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According to Masamune and Yasuoka, free basic groups of pro- 
tein are not able to combine chondroitinsulfuric acid more than their equiv- 
alent in the reaction mear pH.7.0. So from the ratio of the both kinds of 
group will be readily explained that Sasaki® could extract from bull 
tendon a mucoid free from chondroitinsulfuric acid with a saline solution, 
retaining the same mucoid, which is associated by chondroitinsulfuric acid, 
in the residue. 


TABLE I 


e 
Itin and Itinsulfuric Acid Contents of Tissues. 





| In per cent In‘ equivalent 


ee ne ye fr 
umbiti- | Bull | nasal }trache nan) Bull 


cal cord* tendont |carti- —_carti- tendon 


| Whale | Bull 
nasal tracheal 


| cal cord cartilage| cartilage 


|___laget, _ lage§} 
Nitrogen... -- --| 14.24 | 15.51 | 1096 | 12.48 | | 
Hexosamine -- ---| 66 | 26 | 213 |.123 | 1.28 163 | 1.61 
Glucuronicacid ---| 56 | 14 |, 142 | 73 | 1.00] 1, 1.00 | 1,00 


Mucoitin 
(Calc. out from) 11.0 | 1.00 
glucuronic acid) 


Chondroitinsulfuric 
acid y : 33.7 i 1,00 


( » ) 


Free basic nitrogen 
ekmettin 1.38 ; 0.60 | : . 11.24/} 


otal arginine-N 2.46 , 1.03 
{Tota histidine-N { 09 {o 
Total lysine-N 1.46) 0.67) 
Ash vie ae ee om] 24 | 8.5 1 | 
* Cystine-N, 0:14°2. f Cystine N,-0.11%.  Cystine-N, 0.0692. § Cystine-N, 0.0122. 
|| Half of the proportional number. 

C. Th. Mérner® asserted the presence of “ preformed ” chondroitin- 
sulfuric acid as well as the one chemically bound in ¢chondromucoid in the 
tracheal cartilage of bull. This idea is not acceptable because chondro- 
mucoid is only a salt of the itinsulfuric acid with*protein. But even if'the 
excess in tissue of this acid over the basic groups is asstutied as the “ pre- 
formed,” its amount is ‘not large in bull trachea? cartilage, and therefore he 

‘ could only separate its portion remaining in the mother liquid of chondro- 
mucoid, when this mucoid was precipitated from the tissue éxtract. 

Meyer and Smyth” gave 1.06:1.0 as the equivalent ratio of 
hexurdnic acid to hexosamine in a native cartilage. Judging from this 
proportion, chondroitinsulfurie acid appears to be the only hexosamine- 
containing polysaccharide in this tissue. But it is not the case in fact. 
Since Hisamura’s work® we know that chondromucoid possesses an 
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acetylglucosamine-galactose-sulfuric acid complex in its molecule in addi- 
tion to chondroitinsulfuric acid and accordingly the excess of hexosamine 
over glucuronic acid in our result (v. the table) must belong to a great part” - 
to this non-itin polysaccharide. On the other hand, the authors expressed an 
inference that chondroitinsulfuric acid “is present in the cartilage as a 
protein salt,” because “‘ a ratio of hexosamine N to total N of 0.046” in this 
tissue “‘ compares very well with the corresponding ratio of 0.050 for the 
gelatin salt of chondroitinsulfuric acid.” In addition to collagen, the 
“live” protein separable as a part of chondromucoid and albumoid 
play a role of salt formation with chondroitinsulfuric acid, and, more- 
over, the quantitative relations of the polar groups concerned show clearly, 
even apart frgm Masamune and Yasuoka’s consideration of the com- 
bining ratio, that chondroitinsulfuric acid not only takes the form of protein 
salt but also is existent as free acid in the living tissue of cartilage. 


We are indebted to the Foundation for Promotion of Science and Industrial 
Research and the Government Grant Committee for Scientific Researches of the 
Education Department for grants which enabled us to carry out this work. 
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7) Meyer and Smyth, J. Biol. Chem., 1937, 119, 507. 
8) Hisamura, J. Bioch., 1938, 28,217. The readers are referred also to Hasegawa, 
Tohoku J. Exp. Med., 1943, 46, 95 (footnote 1) on p. 97), and to Hiyama, Tohoku J. Exp. 
Med., in press. : 

9) Collagen also contains a hexosamine-hexose complex, though in a negligible amount. 
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Biochemical Studies on Carbohydrates. 
XCI. The Nature of the Proteins which Participate in Making up 
Natural Glycoproteins. 


Second Communication: The Content of 
Hexone Bases and Cystine.* 


By 


Taroh Oh-Uti. 
(KA KB) 
(From the Medico-Chemical Institute, Tohoku 
Imperial University, Sendai. Director: 
Prof. H. Masamune.) 


(Received for publication, June 29, 1944) 


After determination of the chemical groups of different amino acids 
Hasegawa! concluded that an acid protein or proteins, which are acidic 
on the whole, take part in the make-up of glycoproteins. The present ac- 
count deals with the quantity of hexone bases and cystine involved. 
The purpose was to see to what class of acid simple proteins those in gly- 
coproteins belong. 

Although the present-day classification of simple proteins is principally 
based on their solubility, their chemical compositions show quite character- 
istic pictures. from one class to another as will be pointed out from 
Table I, in which we have listed the most recent analytical figures of repre- 
sentative proteins, namely: 

1. Albumins and globulins: 

a) These kinds of protein involve hexone bases most abundantly 
among simple proteins, but still dicarboxylic acids in them balance the 
basic in general. 

b) In animal albumins and globulins lysine is the most numer- 
ous diamino acid, while arginine is the corresponding basic acid in 
remaining proteins. 

2. Of keratins some are extraordinarily high in cystine content as 
are horse hair and sheep’s wool while silk fibroin lacks this amino 
acid. According to Block and Vickery* the molecular ratios of his- 
tidine, lysine and arginine in keratins are about |; 4: 12. 


* Presented before the Japanese Biochemical Society in Osaka, October 29-31, 1943. 
193 








194 T. Oh-Uti 


3. Scleroproteins—excepting collagen—are distinct for their low 
content not only of basic amino acids but also of the acid ones. In this kind 
of protein are tyrosine, cystine and tryptophane also scarce, which are very 
important in the animal metabolism. 

4. In prolamins and glutelins the dicarboxylic acid content is high, 


TABLE 





In per cent 


Diamino acid 


Protein Dicarboxylic acid 








Aspartic |Glutamic 


Total |Histidine Arginine| Lysine | Total 


glutamic; 





Animal albumins: 
Eggalbumin --- «+. 6.1» 14.00 1.4 21.5 | 1.4” 4 5.0 11.8 


Serumalbumin — --- 3.1 7.7 10.8 1.91» ’ |} & | 15.71 
Lactalbumin --. --- 9.3) 12.9» 10.0” 323 | 1” . | 81% 12.6 


Vegetable albumins: 
Leucosin (wheat) --- 3.4% 6.7 10.1} 28° * | 28 | 11.5 








Animal globulins: 
Myosin (rabbit) --- | 8.9™ | 221™ 31.0} 1.7™ | 99 
Bence-Jones protein | 4,6’ | 8,6» 13.2} 1.2% | 52 | 68 


Vegetable globulins: 
Edestin -- «+ | 10,6 | 19,2" 29.8 | 2.0* | 1551* | 2.67* 


Squash seed globulin 3.3) | 12.4% 15.7} 2.6) | 14.4°) 2.0°) 
Glycinin --- «-. «+ 94°) | 18.5% 273i. 140 | SEP 1 Za 











Keratins: . 
Horse hair --- --- 0.3*) 3.7) 4.0) 0.6 |>7.6 | Fe 
Sheep’s wool --- --- 2.3%) | 12.9%) 0.662) | 7.8» 25" 
Silk fibroin --- --- |0,8-2.9°%%9,0-3,0% 0.077*%)| 0.74)! 0,25*9 


Scleroproteins : . 
> 2849 0.30- 7.25- 3. 8- 
Pos tn De a 2) o36| 7.69) 4.32" 
Mean: | Mean: | Mean: 
0.33 7.47 4.05 





Elastin <<< 202 se 0.08) 2.75%) 2. 0.0*») 1.0% 0.0*» 











Prolamins: 
Gliadin (wheat) --- 9.60") | 26.78° ; 0.97} 1.89) 1,235 


Zein (maize) --- --- | 1,18| 19,5 0.88" 1.99] 0.0% 








Glutelins: 
Glutenin (wheat) --- 2.0 | 25.7) : 1.8'% 4.7 1.9 


Phosphoproteins : 
Caseinogen -- + | 41° | 21.8 | 0.33% 2.13% | 3.50" | 7.08% 


Vitellin --- te 2.1 | 12.9” » ag, 7.8) 5.4°9 
Ichthulin (herring) _— 0,16**) Lo” 6.33%) | 7.4%» 
































* Present author. 
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while the hexone base content is low. 

5. In connection with what were pointed out in 1. a) and b), phos- 
phoproteins resemble animal albumins and globulins and are dissimilar to 
other kinds of protein. This analytical view does not conflict with the recent 
assertions that the protein moiety of phosphoproteins is of globulin nature. 


I. 





In proportional number of molecule (— F Rat 10°) 
molecular weight. 
| 


Dicarboxylic acid Diamino acid 


pore pr imowit Total Histidine Angjnine | Lysine | Total 


| 





Cystine 





Cystine 
Aspartic 








4.58 | 9.52) 0.86 |1496| 0.94 | 3.11 3.43 | 7.48 
2.33 | 5.24 7.57| 1.23 | 2.70 | 6.23 | 10.16 
6.99 | 8.78| 6.14 |21.91| 097 | 1.72 | 5.55 | 824 


| 


2.56 | 4.56 7.12 a | 3.39 1.92 7.12 
| 





0.72-1.0°» 6.69 : . .10 7] 4.02 


3.0 3.46 ; : 0.77 2.93 , 8.36 


0.81% 7.97 | 13. ; “on 8.92 83 | 12.04 
14) =| 2.48 | 828 | 1.37 |11.33 
Lp 7.07 | 2.93 ; 5.68 
"| [~ 














>4.37 . >5.44 
4.48 J 6.5: | 


8.0 0.23 We 0.39 
9.53*5) 1.73 51 | 0.43 
0.0*) 0.14-2.18)"" 0.05 





| 0.43 17 | 0.65 | 








| 


| 

= 

trace™) 2.56 } 

: | Mean: ; 
4.29 7.27 | 
| 
0,23 , . 1.84 | 00 

Be 


0.0 . . 0.58 
143°) 2% 2% 25.44 | 0.63 2.56 | 
0.66 . 2. 13.48 | 0.57 ’ 1.71 | 

| | 
18.98 | 116 | 2. 30 | 5.16] 0.75 
oe ——|—— 
18.21 | 1.38 | 23 844} 0.18 
10.36 | 0.77 | 448 8.95| 0.50 
0.7) | 084 | 363 | 5.06 | 953} 0.29 
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From the enumerated points, estimation of hexone bases in glycopro- 
teins would be of much significance for the present aim. It is particularly 
because the solubility of the proteins in question is altered by the pre- 
sence of a large amount of a polysaccharide or polysaccharides. It will also 
disclose more precise quantitative relationship between the free acidic and 
basic groups in the proteins than nitrogen determination of different amino 
acids in chemical groups as was conducted by Hasegawa. Glycopro- 
teins, which are seemingly architechtonic or cementing substances, may 
belong to the keratin group and, if then, analysis will prove them rich in non- 
hydrolytic sulfur, although they have been believed for many years* to be 
devoid of this element. From this historical view as well the quantitative- 
analytical investigation of cystine is worth-while. 

In analysis of proteins on hexone bases, the efforts of American workers 
have led recently to development of a micro isolation method (Block*). 
But this is not regarded as preferable to the old method of Van Slayke, 
because it gives lower values than those expected, as Plimmer and 
Lowndes® already mentioned. Which of Block’s and Van Slyke’s 
methods is more reliable is decided by the solubilities of the flavianates of 
histidine and arginine and the picrate of lysine on one hand and of the 
phosphotungstates of the hexone bases on the other. But setting aside this 
question, the former method is not adaptable to those proteins that involve 
no small amount of carbohydrates, because in hydrolysis the hot strong 
acid employed gives products that reduce silver extremely even at neutral 
reaction entailing an incorrect fretionation of the bases. Therefore we un- 
avoidably precipitated the bases and cystine as phosphotungstates pre- 
liminarily. To recover them perfectly as hydrochlorides we had to make a 
device which will be described in the experimental part. Subsequently the 
hydrochlorides were treated with Hopkins reagent and the fractions 
obtained were analyzed on total (micro Kjeldahl) and amino (micro Van 
Slyke) nitrogen. In this way could be omitted skill-requiring deter- 
mination of sulfur and of arginine which Van Slyke was compelled to 
carry out. The present procedure also enabled us to analyze so little as | 
gm. of protein. In calculation of the results, no correction for the solu- 
bilities of the phosphotungstates was made in view of the work of Gort- 
ner and Sandstrom’, which suggested that these salts are much less 
soluble in the mixtures of various amino acids including proline and 
tryptophane, and that of Thimann’ which demonstrated the incon- 
stancy of solubility of the salts with the concentration of the bases. De- 
composition of cystine during 24 hours’ hydrolysis was assumed to ap- 
proach 35% according to Gortner and Sandstrom. 

Ovo-, chondro- and osseo-mucoid and umbilical and submaxillary 
mucins which had been the objects of investigation in the first communica- 
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tion and, in addition, submaxillary mucoid, a component of the mucin 
from the same source, were examined. The data obtained are recorded in 
Table IV from which may be mentioned: 

1. The molecular ratios of histidine, lysine and arginine in the 
glycoproteins diverge far from those held by Block and Vickery? as 
characteristic of keratins. The cystine content varies from one glycoprotein 
to another and reaches even 5.3% in the umbilical-mucin-protein. This 
value, however, does not exceed the corresponding value in serumalbumin, 
and is far less than those in horse hair and sheep’s wool. The protein moiety 
of this mucin can be freed from carbohydrate by the formaldehyde proce- 
dure of Masamune and Osaki® and following HCl-treatment of Sa- 
saki®. The substance separated in this way was found soluble in water at 
hydrogen ion concentrations lower than 4 and higher than 6 in pH. This 
is a decisive property that disproves its being a keratin. 

2. The total content of hexone bases in the glycoprotein-proteins and 
its ratio to that of dicarboxylic acids differ from those of keratins, scleropro- 
teins, glutelins and prolamins, ranging within the limits of the correspond- 
ing values in albumins and globulins. 

3. Likely as in animal albumins and globulins, the number of mole- 
cules of lysine is larger than that of arginine in the glycoproteins excepting 
submaxillary mucoid, in which arginine exceeds lysine. The saliva mucoid 
is different from the other glycoproteins not only in the present respect 
but also in the low content of cystine in its protein moiety. According 
to Hasegawa the saliva mucin, unlike the other glycoproteins, is rich in 
non-amino acids. This is most probably due to the participation of the 
saliva mucoid in its make-up"®, because its other protein component, a 
simple ordinary protein, is suggested to be an animal albumin or globulin 
by the following calculation. When the amount of the polysaccharide in 
this ordinary simple protein is assumed as neglectable, the quantitative 
ratio of this protein component to the mucoid component is calculated at 
40:60. Then in the former the ratio of the molecular proportions of 
lysine: arginine is 2.0:1, the proportional number of molecules of the total 
dicarboxylic acids 8.7, that of total diamino acids 9.1 and that of cystine 
0.36. 

In short, the proteins in problem are mostly animal albumins or 
globulins. Their tyrosine and tryptophane content and their digestability, 
which will be dealt with in following communications, will define their 
chemical nature more precisely. It must be very interesting that glycopro- 
teins, which look, when viewed from its distribution in the animal body, 
to function only mechanically, involve a “live” protein as their con- 
stituent. 





T. Oh-Uti 


EXPERIMENTAL. 


Method of Analysis. 
Technique. 


1 gm. or more of a protein (in the case of a glycoprotein is taken a 
corresponding quantity calculated out from its protein-moiety-content) 
weighed accurately are dissolved in 36 times the weight of 20% hydrochloric 
acid by heating (under reflux, ground joint) on a boiling water-bath and 
then boiled gently on an asbestos for 24 hours. The hydrolysate is diluted to 
about 250 cc." and filtered on a folded paper (Toyo Roshi 5 B) and what 
is retained on the paper is washed with boiling water (five 40 cc. portions) 
as long as any chloride remains. The filtrate and washings are condensed 
together to a syrup under reduced pressure in a Claisen flask. The residue 
is freed from hydrochloric acid as completely as possible by repetition 
(5 times) of dissolution (a 100 cc. portien of water was used each time) 
and evaporation similar to above. To the final residue are added 50 cc. 
of water (pH of the solution obtained is usually 1.8) and then a freshly- 
prepared 10% Ca(OH), suspension up to pH 9.0 (thymolblue), where- 
upon humin precipitates out. The alkaline mixture is subjected as such" to 
evaporation under reduced pressure by means of a well-functioning jet 
pump (35° C., 30 min.) in order to expel off ammonia. Risk of contact 
with CO, gas is avoided by fixing a sodalime tubelet. 15-20 cc. of water 
is here distilled over. Humin is separated on a folded filter paper (Toyo 
Roshi 5 B) and washed with two 40 cc. portions of cold water and follow- 
ingly with several changes of boiling water, taking the consequence of 
chloride test as an indication. The filtrate and first washing are united, 
acidulated (to pH 5-6 to bromocresolgreen) with 10% hydrochloric 
acid and condensed in vacuo to a small volume at first, and after addi- 
tion of the remaining washings, to syrupy consistency. It was taken up 
in water and centrifuged, then the clear solution is drained into a 50 ec. 
measuring flask and filled up to the mark with the washings of the cen- 
trifugate. 

The liquid is transferred perfectly into an Erlenmeyer flask 
holding 200cc., with the aid of three 3 cc. portions of concentrated 
hydrochloric acid (sp. gr., 1.19) and 3.5cc. of water, and 37.5 cc. 
of 20% phosphotungstic acid solution added. The coming out phospho- 
tungstates of hexone bases and cystine are recrystallized, after having been 
redissolved in a boiling water-bath (kept for 15 minutes with frequent 
shaking), by standing at room temperature for the first 24 hours and in an 
ice chamber for the same duration of time following. The crystals are 
separated on a Biichner funnel chilled with ice, washed with 13 cc 
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parts of a similarly cooled phosphotungstic acid solution (2.5% solution in 
3.5%, hydrochloric acid), until no calcium comes over into the washing", 
and put by means of a spatula into a centrifuging tube of 150 cc. capa- 
city. The filter-paper is brought into a beaker and the crystals clinging to 
the funnel wall are wiped with a wet slip of filter-paper, which is thereafter 
put in the same beaker. The contents of the beaker are agitated many 
times with 10 cc. of an amylalcohol-ether mixture (1: 1 by volume) and 0.5 
cc. of 10% hydrochloric acid, the liquids used each time being poured 
followingly onto the bulk of the phosphotungstates, until the total volume 
of the hydrochloric acid solution reaches 5-6 cc. The mixture in the cen- 
trifuging tube is stirred up with a glass rod, whereby phosphotungstic acid 
is dissolved in the organic mixture and the amino acids in water, and 
centrifuged. The supernatant amylalcohol-ether mixture is separated off, 
and the watery solution is further shaken with changes of the amylal- 
cohol-ether mixture (four to five times with 35 cc. of the mixture) as long as 
the latter gets colored. The hydrochlorides of the bases are dried up to a 
solid state at this stage—Main Base Fraction {M. B.F.). All the portions 
of the amylalcohol-ether mixture employed are combined in a separatory 
funnel and washed once with an equal volume of water and twice with an 
equal volume of 0.4% hydrochloric acid. These washings together (Wash- 
ing A) are extracted with 50 cc. of the amylalcohol-ether mixture, which 
are again washed with 50 cc. of 0.4% hydrochloric acid (Washing B). 
Washings A and B (500 cc. in total) are united and distilled under reduced 
pressure in a Claisen flask toa syrup. The residue is redissolved (each time 
200 cc. of water are used) and reevaporated 3-4 times to remove free hy- 
drochloric acid as much as possible, and joined finally by means of 1% 


‘sulfuric acid to M.B.F. The whole quantity of the bases has been now 


collected. 
The mixture is agitated and centrifuged and the supernatant clear 


solution is transferred into a smaller (60 cc. capacity) centrifuging tube 
graduated at 40 cc. and filled up to the mark with the washings (1% sulfuric 
acid is used) of the centrifugate. To the solution obtained are added 14 cc. 
of Hopkins reagent (10% HgSO, solution in 5% sulfuric acid), whereby 
histidine and cystine precipitate out. The mixture is centrifuged and stood 
for | hour in an ice chest. When the liquid layer shows no turbidity” 
affesh as is usual, it is separated, and after passing of H,S, aeration and 
filtration, the filtrate is analyzed on total (micro Kjeldahl) and amino 
(micro Van Slyke) nitrogen**—Total Nitrogen 1. and Amino Nitrogen 
1. The centrifugate is poured into a centrifuging tube holding 15 cc. 
(with a mark at 12 cc.) with about 10cc. of a mixture of Hopkins 
reagent and 1% sulfuric acid (7: 20 by volume). After centrifugation, it 
s washed twice more with the diluted Hopkins reagent. To the final 








200 T. Oh-Uti 


centrifugate is added 1% sulfuric acid up to 12 cc., and after similar treat- 
ments as above, total and amino’ nitrogen in the filtrate are estimated— 
Total Nigrogen 2. and Amino Nigrogen 2. 


Calculation. 


Arginine (° of the substance 
g1 4 /0 


+{Total Nitrogen 2. (gm.)—Amino ditetiattt 2. (gm. yJ 100 


~ Protein taken for analysis(gm.) * 32.18” 
Histidine As 4, of the substance) 


S(T otal Nitrogen 1. (gm.)—Amino Nitrogen |. (gm.)} 100 





Protein taken for analysis (gm.) 27.08 ° 


Lysine (% of the substance) 
Total Nitrogen 2. (gm.) 





—. 4 Total Nitrogen 2. (gm. i siiesibe Nitrogen 2. (gm. d] 


Protein taken for a analysis(gm.) _ 


Cystine (% of the substance) 


{Total Nitrogen I, (gm.) 





—% 3 Total Nitrogen 1. (gm. ican rye. l. gm. yy x as. 





Protein taken for analysis (gm.) 
Remarks. 


1. In order to precipitate histidine and cystine with Hopkins 
reagent, hydrochloric acid, which has been used for decomposing the phos- 
photungstates of the bases, must be preliminarily removed as completely 
as possible. That the repetition of evaporation as described meets the 
requirement was ascertained by analysis of edestin (E. Merck) hydro- 
lysates, adding histidine alone or together with the other hexone bases or 
with the other hexone bases and cystine to the hydrochloric acid-con- 
taining washings, combined and evaporated to some extent, of the amylal- 
cohol-ether mixture. The amino acids added were recovered quantita- 
tively. 

2. Elimination of phosphotungstic acid from the bases and cystine 
was attempted unsuccessfully by several known methods: 

a) Extracting off of phosphotungstic acid perfectly with the amyl- 
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alcohol-ether mixture was very difficult from a large quantity of dilute sul- 
furic acid or of dilute hydrochloric acid containing the phosphotungstates. 

b) When the phosphotungstates were dissolved in 50% acetone and 
phosphotungstic acid was precipitated therefrom with baryta, the portions 
of the bases and cystine clinging to the precipitates were hardly washed 
out by the use of water neutralized with baryta. 

3. Caseinogen (E. Merck) and edestine (E. Merck) either alone 
or in the co-presence of glucosamine and galactose or of chondroitinsulfuric 
acid’? were analyzed by the present procedure. The values obtained are 
listed in Tables II and III. The figures show that this method is applicable 
not only to ordinary simple proteins but also to glycoproteins. In the 


TABLE II. 


Hexone bases and cystine (9) in caseinogen (cows milk). 





Histidine Arginine | Lysine | Cystine Investigator 





2.6* 4.8 5B | 1901, Hart™® 
| 0.065 1901-02, K. A. H. Mérner*” 





2.48 3.54 5.65 1908, Osborne, Leavenworth and Brautlecht" 
2.33T 3.48+ 6.10+ 1.53¢ 1910, Van Slyke*» 

2.5t 3.8t 6.0t ° 1911, Osborne and Guest™ 

2.15§ 3.20§ 6.328 " ‘ ae 

3.37) 3.39\t 7.90 | 0.25)| | ji9i4,V an Slyke*®» 

3.757 4.27t 7.477 1.587 1916, Crowther and Raistrick™ 


3.30 3.43¢ | 7.06¢ | O0.61¢ | 1921, Dunnand Lewis™ 

| 0.25 1922, Folin and Looney** 

| 0.264 | 1924-25, Jones, Gersdorffand Moeller 
| 





3.44T 4.26+ 6.597 1.347 | 1925, Hoffman and Gortner™” 
5.2 1927, Firth and Deutschberger® 
| 0.30 | 1929, Folin and Marenzi*”? 
1.567 | } 
3.271"| 2844 | 4.51t | | \ 1929, Calvery™ 
346+, t+ | \J 
| | 


| 0.30¢{| 1930, Sullivan and Hess* 
| 0.668§ | 1932, Baernstein™ 





| 0,22 1933, Vickery and White*? 
183 | 3.85 6.25 | 1933, Vickery and White 
1.67 | 3.73 6.13 0.36 1937, Plimmer and Lowndes” 


| 
7.28 0.66 | Caseinogen|| || (1.908 gm.) 
| 
| 
| 


213 | 3.50 | 

2.39 3.61 7.76 0.54 Caseinogen (1.957 gm.) + Glucosamine hydro- 1943, 
| chloride (0.787 gm.) + Galactose (0.652 gm.) } Present 

237 | 3.65 | Caseinogen (1.182 gm.) +- Chondroitinsulfuric | author 
} 
| 


6.74 | 0.68 
acid (acid sod. calc. salt) (1.100 gm.) 

* Kossel-Kutscher method. + Calculated from nitrogen of the amino acids in ¢% ol 
total nigrogen (total nitrogen was assumed as 14.9¢¢ for the calculation). { Air dry caseinogen; 
Van Slyke method. § Kosse! method. VanSlyke method. { Folin-Looney method 
** Bromination method of Plimmer and Phillips. tt Hanke and Koessler method. 


tt Colorimetric analysis. §§ Gasometric analysis. {||| Total nitrogen, 14.922. 
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same tables are given predecessors’ figures in these proteins for com- 
parison. : 











Taste III. 
Hexone bases and cystine (2%) in edestin. 
Histidine|Arginine| Lysine | Cystine Investigator 
1.2* 11.0* 1.3* 1901, Schulze and Winterstein™ 
1.1t 11,77 1.0+ 0.3 1902-03, Abderhalden™ 
2.4 14.4 1.7 1903, Kossel and Patten 
3.93t | 15.55t 3.73 2.36t 1911-12, Van Slyke™® 
0.75 1922, Folin and Loone y*® 
0.97§ 1924-25, Jones, Gersdorffand Moeller’ 
398i 13a 375) } 1928, Vickery and Leavenworth” 
| 1.35 1929, Folin and Marenzi*” 
3.52} | 15.02t 3.48t | 1929, Calver y®™® 


| 9 
| cae \ 1930, Sullivan and Hess” 
1.79%*} 1932, Baernstein™ 
| 1.25 || 1933, Vickery and White 
1 15.6 2.1 1934, Block® 
ONT) 1S.28tT] £.05tt | \ 1936, Kiesel and Kusmin" 


O53} | 14.44¢t] 4.0732) 
27 | 15.86 | 2.27 | 1.24 | Edestingg (0.824 gm.) 
36 15.79 2.18 | 1.14 Edestin (1.351 gm.)-+ Glucosamine hydrochlo- 1943, 
. ride (0.543 gm.) + Galactose (0.450 gm.) Present 
47 16.31 2.38 1,23 Edestin (1.040 gm.) -+ Chondroitinsulfuric acid | author 
(acid sod. calc. salt) (1.001 gm.) 











* Modified Kossel method. + Kossel method. t Calculated from nitrogen of the amino 
acids in % of total protein nitrogen (total nitrogen was assumed as 18.594 for the calculation). § 
Folin-Looney method. Van Slyke method. §¢ Okuda method. ** Gasometric analy- 
sis. +? Edestin was extracted with 102g NaCl solution. Histidine, Hanke-Koessler method: 
arginine, by heating with conc. alkali; lysine, by estimation of NH,-N. {t Edestin was extracted 
with 322 NaCl solution at 60°C. Analyzed asin tt. §§ Total nitrogen, 18.522. 


Analysis of Glycoproteins. 


Analysis was made in duplicate to calculate out the mean values. 
Table IV shows the results. 


TABLE 





| Total | Total | Total N of 7 : ‘ : 
IN of Fave aea Fae ma poet In aed oa aimed aad grouping 
igylco- | acid|grouping in| Dj- | Diamino acid 
pro- |group-| % of this |carbo-|Histi- Argi- 
eee |tein %e| ing 24) grouping xylicN| dine nine ] 
Umbilical mucin (human)*, 8.47| 38.9} 16.04 2.53¢ | 0.95 3.43 14.94 19,32) 5.26 


Submaxillary mucin (bull) § 12.10| 74.8| 15.0 1.377! 1.02 6.13 | 7.01 14.16) 0.58 | 


a |Cys- 
re} To- , 
Lysine tine} 
- tal] | 











Submaxillary mucoid (bull) § 11.15; 60.9 15.74 1,54||| 0.90 7.48 5.77 14.15) 0.24 | 
Ovomucoid (hen)G +--+, 12.10; 73.8 | 15.04 | 2.26t| 1.85 5.63 10.42 17.90) 3.94 | 
Osseomucoid (bull)**---  --; 12.89) 72.0; 168 | 2.39+) 2.72 6.96 8.66 18.34) 1.89 | 


Chondromucoid (whale)* --.| 10.69! 52.1 | 17.62 3.04||| 1.32 6.67 7.56 15.55] 3.63 | 
| ! ! ' 


* Prepared according to Masamune and Yasuoka™ (pH 1.8-1.9). + Calculated from 
ions of Tanabe™, Analyzed according to Hasegawa". § Prepared as was by Hase- 
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IV. 

In proportional per cent “a 

number of molecule ( molecular weight x 10 ) Remarks 
otal | Diamino acid ] | In per cent of glycoprotein : 

dicarboxylic | Histi- | Argie [po | op | Cystine | Hexu-|Glucuro-| Hex- | (Total carbo- 

acids | dine | nine [Lysine| Total jsamine} nic acid} ose - hydrate part 
i8.0 0.60 1.97 10.23| 12.80 2.19 28.7t| 31.05 | |0.17; 60.9 
9.81 | 0.66 | 3.52) 4.79) 8.97 0.24 | 13.03; 4.47 | 3° 0.29 24.91 
11.0 | 0.58 | 4.29 | 3.91| 8.78 0.10 | 20.15 60 | 44 |25| 36.56 
16.2 | 1.19 | 3.27 | 7.13} 11.59 1.64 | 14.1 11.3 | 26.17 
17.0 } 1.75 | 3.99 | 5,93) 11.67 0,79 | 11.2 6.6 48 |22) 25.75 
21.7 | 0.85 | 3.84 | 5.18) 9.87 1.5] 19.71} 11.23 9.37 | 0.2 47.7 


dicarboxylic N determined by Hasegawa. f Calculated from glucuronic acid. § Prepara- 
gawa™), ** The preparation of Hisamura’), 
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On the Chemotherapy of Carcinoma. 


PRELIMINARY REPORT. 
Is Chemotherapy of Human-Cancer Possible? 


By 


Shungo Osato. 
KH RF 
(Internal Clinic of the Medical Department, 
Tohoku University, Sendai.) 
(Received for publication, March 29, 1948) 

Depending on a short description (Handbuch der Erbbiologie. IV/2. 
p. 1095), I tried, since October, 1944, to treat cancer patients with citronel- 
lal, an unsaturated aldehyde with Cy». ‘Till now I tried the remedy on 80 
cases in all. Most of them were quite advanced cases with cachectic fea- 
tures. The half of them left the hospital too early or died soon after admis- 
sion. Up to this time 38 patients were observed for more than 1} months 
(stomach cancer 29, esophageal 1, rectum 2, bronchial 4, and uterus carci- 
noma 2). Of those cases 19 were ameliorated at least for some time during 
observation. One case of stomach cancer, “‘Schiisselcarcinom” of the smal- 
ler curvature, was cured since three years. Another case of “‘Schiisselcarci- 
nom” of the stomach, who is now under observation, is lately in a far better 
condition after three months’ treatment, whose tumor, palpated as large as 
a hen’s egg, disappeared since more than-one month. It was proved also by 
x-ray. A hemorhagic effusion of thorax with many carcinom cells of a case 
of the bronchial cancer turned serous soon after treatment and lost almost 


all the carcinom cells. There are also two cases of stomach cancer with . 


peritoneal exsudate, of which cancer cells almost disappeared in about two 
months etc. 

On account of the pharmacological studies of citronellal and other al- 
dehydes with my collaborator Dr. J. Kanno, I added recently a small amount 
of citral, which is also an unsaturated aldehyde with Cjo, to the citronellal. 
A small dosis of nicotinic acid (antipellagra vitamin) and middle dosis of 
chininum sulfuricum are used together with the aldehydes. The results of 
the therapy became much better than before. Notwithstanding the fact, 
that the number of cases observed are not sufficient enough, yet I shall dare 
to answer “Yes,” if any one would ask me: “Is chemotherapy of human 


cancer possible ?”’ (Reported on the general meeting of the association for 
cancer research, April 7, 1948. I demonstrated on that occasion some 
photos of those patients, x-ray photos as well as microscopic photos of the 
exsudate sediments.) 
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Biochemical Studies on Carbahydrates. 


XCHl. The Nature of Proteins which Participate in Making up Natural 
Glycoproteins. 


Third Communication: Tyrosine and Tryptophane 
in these Amino Acid-Groupings. 


By 
Taroh Oh-Uti. 
(KA KB) 
(From the Medico-Chemical Institute, Tohoku 
. E Imperial University, Sendai. Director: 
Prof. H. Masamune.) 
) (Received for publication, June 29, 1944) 


As was already pointed out in the second communication’, the proteins 
(the amino acid-groupings) constituting natural glycoproteins—with excep- 
tions such as saliva mucoid—belong either to the class of animal albumins 
or to that of animal globulins, when viewed from the quantitative figures of 
hexone bases and cystine. 

The characteristic feature of tyrosine and tryptophane, which are of 
great importance in the animal metabolism as is cystine, in distribution 
among proteins is that they are almost or entirely absent in scleroproteins 
similarly as cystine, while they are present in large amount in other kinds 
of animal protein (v. Table I). 

















TaABLeE I. 
Protein Typrosine 2% | Tyrptophane % Investigator 
, ere , 1) Kutscher, Z. physiol. 
Thymus histone--- --- 6.3" = Chem., 1903, 38, 111. 
Hemoglobin «-- -- 3.15» 1.28 2) Folin and Marenzi, J. 
Biol. Chem., 1929, 83, 89. 
Animal albumins: 3) Plimmerand Lowndes, 
Lactalbumin (cow)--- 3.64 1.90” Bioch. J., 1937, 31, 1751. 
- j 4) Folin and Ciocalteu, 
” (woman) 4.48" 2.4™ J. Biol. Chem., 1927, 73, 627. 
Eggalbumin «-. -- 4.0%; 3.81 1.3” 5) Reiter, Science, 1938, 88, 
: 379. 
Serumalbumin--- --- 4.67» 0.52 6) Folin and Looney, J. 
ey re Biol. Chem., 1922, 51, 421. 
ES Gees - . 7) Calvery and Freyberg, 
Serumglobulin--- --- 6.8” 2.3" J. Biol. Chem., 1935, 109, 739. 
Bence-Jones’ ataae, ie 7 
protein aoe 6.8?) 2.5) * meitoy. Bioch. J., 1937, 
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TABLE I (Continued) 








T 

Protein Tyrosine % Tryptophane 2% | Investigator 

| } 
| : 

. i . | 9) Schwarz Z. hysiol 
Myosin (rabbit) -- 3,39" 0.83 | “Chem.. 1893, 18, 487... 
Myogen (rabbit) «| 4219 =| sy 10) ones Bioch. J., 1937, 3 
Scleroproteins : a * Morse, J. Biol. Chem., 
Elastin «+. --.  -| 0.3” 0.0°* | 1933, 100, 373. 

. . 910). 1138 mn 12) Abderhalden, Z. phy- 
a | oo —_ | siol. Chem., 1922, 120, 207. 
Keratins: 13) Abderhalden and 
Silk Gbroin =... .«- 11.0° ion | Wells, Z. physiol. Chem., 

1905, 46, 31. 

Horse hair--- --- +++ 3.2) — 114) Pye Council for Sci. 
‘ : a Ind. Res. Commonwealth 
Sheep’s wool --- --: 4.8") 1.8» | of Australia, Bull., 38; cit. by 

Lloyd and Shore, Chemi- 

: | stry of the Proteins, 2nd ed., 
Pseudokeratin from| ae , | 1938, 137. 

oe 915) 15) 
casing of salmon eggs 5.12 1.4 115) Young and Inman, J. 

| Biol. Chem., 1938, 124, 189. 
Plant albumins: | 
it = sae |16) Osborneand Clapp, Am: 

RAUCOMR ww ove om) . * | J. Physiol., 1906-07, 17, 231. 
Plant globulins: | = uss oF OS 
en eager 3.64" 1.34) 18) Osborne and Clapp, 

| | Am. J. Physiol., 1907, 19, 475. 
|!9) Jones, Gersdorff and 

Edestin -.. 3 439 | 1.47!» Moeller, J. Biol. Chem., 1924 

| | | -25, 62, 183. 
Globulin fi b 20) Osborne and Clapp, 

agi vin 3.1") 3.0" | Am. J. Physiol., 1907, 19, 468. 

(21) Padoa, Ann. Chim. Appli- 

‘hy, ere _— 1937, 27, 544; cited in C. 

= sy on | 7 | A., 1938, 32, 6297. 

| tng Looney, J. Biol. Chem., 
Gliadins: | | 1926, @, 519 ' 
Gliadin «. --- +] 3,25; 3.1% 0.79%; 0.84% [23 ee Bioch. J., 1938, 32, 
ltailian wheat-gliadin) 1.34") 1.24° 4c my ry Tan Chem., 
Zein - a ait ae 5,88”) 0.20”) (25) Borchardt, Z. physiol. 
Glutelin } | Chem., 1907, 51, 506; 1908, 
J S: ¢ 
Glutenin (wheat) ---| 4.6) 1,6" ae 


Phosphoproteins : 


Caseinogen (cow) ---/6.37%; 5.80”; 6.11°|1.4%; 1.36%; 1,28) 
woman ) 5.45”) 1.05» 
Vitellin , oe | 5.0%") 12 
* Collagen 


Analysis (Table LI )showed that the protein part of osseo- and chondro- 
mucoid and umbilical mucin contains no small amounts of these amino 
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Tyrosine and Tryptophane in Natural Glycoproteins 


acids. The amino acid-grouping of ovomucoid was rich in tyrosine though 
poor in tryptophane, but the saliva mucoid? diverged strikingly in the pre- 
sent respect from the above glycoproteins, resembling rather scleropro- 
teins. When it is assumed as in the second communication that in the 
saliva mucin the quantitative ratio of the mucoid component to the or- 
dinary-simple-protein component is 60 to 40, tyrosine and tryptophane 
are calculated at 3.2 and 0.6% respectively in the latter. These values 
compare with the corresponding values in animal albumins and globulins. 
Taken altogether, the present findings are nearly in harmony with the pre- 
vious on hexone bases and cystine, supporting the view described at the 
beginning. 


Experimental. 
Method of analysis. 


Hydrolysis of proteins was conducted according to Folin and Cio- 
calteu® and colorimetry by the method of Lugg*, both with a few modi- 
fications :— 

1. Plain NaOH (5n.) solution was used“for the hydrolysis which was 
effected by boiling under reflux for 20 hours. The volume of the alkali 
employed was 10 cc. in most cases for | gm. or so of a protein or of the 
protein part of a glycoprotein. Foaming was prevented with | cc. of oc- 
tylalcohol. Risk of contact with CO, was avoided by fixing a sodalime 
tubelet. 

2. To the hydrolysate were added 5cc. of water before expelling off 
of octylalcohol and the alkali was accurately neutralized (the hydrolysate 
became faintly acid) by dropping in half the required quantity of 5 n. 
H,SO,, while the alkaline solution was still hot, and the remaining half, 
when cold. The solution was then made up to either 25 or 50 cc. with 
water according to tyrosine content of the protein taken, and filtered for 
the fractionation. 

3. To determine tryptophane in the mucoids of egg white and saliva, 
a larger quantity than 3 cc. of a hydrolysate, which had been neutralized 
and diluted up to a definite volume, was diluted and precipitated with the 
corresponding quantities of the respective reagents. 

4. Colored products, which occur when glycoproteins are hydrolyzed 
and interfere with the colour comparison in tryptophane determination, 
were removed by means of | gm. of tale at the stage after the solid mer- 
curial of this amino acid had been dissolved and diluted up to 24.5 ce. 
After separation of the tale on glass wool, an aliquot of the filtrate was 
pipetted out and 0.5/24.5 the volume of Reagent E added to compare the 
colour development with the standard. 
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That the present modification is available for glycoproteins was ascer- 
tained by analyzing caseinogen (E. Merck) and edestin (E. Merck) ad- 
mixed with chondroitinsulfuric acid (acid sodium calcium salt employed in 


the preceding communication) : 





Wt. taken Found 
Substance for analysis Tyrosine in % of Tryptophane in 
at protein % of protein 
Caseinogen:+» ++) +++ ++ 1.000 5.50 1.38 
Caseinogen ++» +++ ++ 1,020 
+ + 5.53 1.36 
Acid sod. calc. salt of 1.010 
chondroitinsulfuric acid , 
Edestin +--+ t+ 1.130 4.20 1.48 
Edestin <-« <++ «s+ eee 1.100 . 
| + + 4.19 1.48 
Acid sod. calc. salt of 1.030 


chondroitinsulfuric acid 


The content of tyrosine and tryptophane in glycoproteins. 


All the glycoproteins except sublingual mucoid were taken for analysis 
from the same batches as in the former investigation. The saliva mucoid 
was a preparation of Tanabe®. The substances dried perfectly in vacuo 
(P,O;) at room temperature were weighed before transfer and the remaind- 
ers again weighed after having been dried up in a similar manner to know 
the exact weights analyzed. 

The analytical figures are embodied in Table IT. 














TABLE II 
Wt. | Total Tyrosine | Tryptophane 
Substance taken [@mino acid In % of |In2zoftotal| In % of |In%oftotal 
gm. “grouping glyco- lamino acid glyco- j|amino acid 
. wha |__% | protein _| -grouping| protein_| -grouping 
Umbilical mucin (human)| 1.9310 38.9 1.76 | 4.52 0.39 0.98 
Submaxillary mucin (bull)! 1.5131 74.8 137 | 1.83 0.31 0.41 
Sublingual mucoid (bull)| 1.4272 60.8 0.23 | 0.37 | 0.12 0.19 
Ovomucoid (hen)* --. -| 1.3556 73.8 203 | 3,84 0.18 0.24 
Osseomucoid (bull) .-- ---| 1.0753 72.0 3.47 | 481 0.70 0.97 
Chondromucoid (whale) | 1.4157 52.1 4.17 | 8,00 1.41 2.71 











* 20cc. of 5n. NaOH, instead of 10cc., were used for hydrolysis per gm. of the total 
amino acid-grouping, because the solution bumps on heating, when it is as concentrated as those 
of the other glycoproteins. 


We express our thanks to the Foundation for Promotion of Science and 
Industrial Research and Government Grant Committee for Scientific Researches 
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of the Education Department for grants which enabled us to carry out this 
work. 
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The Hitherto Unknown Effect of Thiamin to 
Regulate Human Milk Ingredients ; 
Preliminary Report.!) 


By 
Akira Sato, Tsuneo Arakawa and Takeshi Naito. 
(i Me ) (HEIN He B) A kek BK) 


(From the Department of Pediatrics, Tohoku University, 
Sendai. Director: Prof. A. Sato.) 


(Received for Publication, May 21, 19438) . 


In the following diagrams (Figs. 1-4), let normal amounts of different 
ingredients of human milk be represented as having each equal space. 
Then normal milk will be like Fig. 1 (B, stands for thiamin and C for 
vitamin C), 

Then thiamin-deficient milk may be like 
Fig. 2. But the fact is quite different. The 
real diagram for it will be like Fig. 3. So, 
some ingredients (e.g. Cl® and Na®)) have in S caaenal 
general increased, some other ones (e.g. Ca® pace 
and glyoxalase)® decreased, and again some 
others (e.g. fat)® have either increased or de- 
creased according to cases. 

Not only that, but also a new substance” 
has arisen here (C’ in Fig. 3), which will bear 
itself like vitamin C, reducing Tillmanns’ 
reagent, so that even some biochemists be- 
lieved it to be real vitamin C, going so far as en See 


fe. 


Fig 1, Normal milk Fig.2. Bi-deficient milk 
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to take such human milk for a good milk.—To this substance A. Sato 
(one of us) has given the name “ Pseudovitamin C.” This substance would, 
without simultaneous thiamin administration, cause heart enlargement and 
death of animals. 

There is no such human milk as represented in Fig. 4. -But if thiamin- 
dificient milk (Fig. 3) has been extracted with ether, then the rest will 
present sucha milk. The only way to restore such a milk as given in Fig. 5 
to normal milk (Fig. 1) is the administration of thiamin to the lactant. 

So far there are a couple of milk ingredients for which thiamin is not 
in power to regulate : Urea® and vitamin C.*)—It was only after some 15 
years’ continued study of human milk that we had noticed the above de- 
scribed change of human milk in thiamin deficiency and the regulating 
effect of thiamin. 


Literature. 


1) Details cf. A.Sato, Ts. Arakawa and T. Naito, Tohoku J. Exp. Med., (213rd Re- 
port on the Peroxidase Reaction, to be published). 2) J. Nozaki, Tohoku J. Exp. Med., 1934, 
23, 60; M. Ishii, ibid., 1937, 31, 580. 3) T. Kurosawa, ibid., 1937, 31, 81. 4) Y. Uga, ibid. 
1935, 125, 169. 5) A. Takamatsu, ibid., 1938, 34, 509. 6) Y. Moriwaki, ibid., 1944, 47, 
134. 7) A. Takamatsu, idid., 1934, 23, 46; ibid., 1935, 27, 439; Sh. Sato and Sh. Isono, 
ibid., 1940, 37, 210; A. Sato and Sh. Hiraga, ibid., 1942, 44,275. 8) G. Sugihara, ibid., 
1938, 33, 558. 9) T. Morikawa, ibid., (245th Report on the Peroxidase Reaction to be pub- 
lished). 











The T 











The Tohoku Journal of Experimental Medicine, Vo'. 49, Nos. 3 & 4, 1948. 





Biochemical Studies on Carbohydrates. 
XCIII. Group Specific Substances ia Human Urine. 
Second Communication: On Anti-Sheep Hemolysin. 


By 
Tadasi Yasuoka. 
(@ WH IE) 


(From the Medico-Chemical Institute, Tohoku 
Imperial University, Sendai. Director: 
Prof. H. Masamune.) 


(Received for publication, June 29, 1944) 


Chemical studies on the anti-sheep hemolysin (“‘ A ”), which is obtain- 
able from A urine, were published by Freudenberg and his pupils in 
several papers? > and a conclusion therefrom in the transactions of the Hei- 
delberger Akademie der Wissenschaften 1938°. According to the authers, 
it involves acetylglucosamine and galactose but no uronic acid, and a pre- 
paration that was the only one analyzed was composed of 45.5% C, 5.9% 
H, 5.4% N and 9.5% acetyl on an ash-free basis. The substance was 
claimed to be identical with A from hog pepsin®, because its preparations 
were undistinguishable from those of this not only chemically but also in 
anti-sheep hemolytic activity. The corresponding preparations from B and 
O urine (“B” and “O”) showed no chemical divergency from it, but 
the ““O” rotated D-light more to the left. Some of the “ A ” preparations 
rotated the light weakly to the right and some weakly to the left. On 
the ““B” preparation no optical determination was made. 

The authers further inferred the chemical identity of A in horse 
saliva’ with the present A urine substance. However, their opinion are 
open to discussion in the following points. 

1. The polysaccharide from A urine was anti-sheep hemolytic but did 
not inhibit iso-agglutination of A cells*.5.§, whereas those from horse 
saliva? and hog pepsin® very strongly exhibited the latter action as well. 
Even when viewed from this serological stand-point only, the insistence 
upon its identity with these appears unacceptable. 

2. Their A preparation from Witte pepton® had a composition 
diverging from the one from horse saliva of Landsteiner’: 7 

C H NS Acetyl [a] 

Freudenberg and others: $7.6 73 5.8 — 65 ++25° 

Landsteiner: 44.6 6.7 7.1 18 9.4 +410° 
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Despite the distinct discrepancies above, they inclined to believe the identity 


of these substances by explaining as follows: ‘* Hier muss wohl allgemein 
festgestellt werden, dass die Analysen solcher—chemisch sicher noch nicht 
reiner—Substanzen nur orientierenden Wert haben kénnen. Etwas ver- 
anderte Aufarbeitung kann bereits, bei gleicher Wirksamkeit, Praparate sehr 
verschiedener Analysen liefern.” Ultimate analysis of impure prepara- 
tions, needless to say, is of less value than determination of the constituting 
rests in order to disclose the exact relations among such resembling sub- 
stances as are in question. The preparation of the anti-sheep hemolysin 
from urine, whose elementary composition is cited above, was found to 
contain 31% galactose but glucosamine was not estimated. In the pre- 
parations from B and O urine were present 34 and 33% galactose re- 
spectively, but the amino sugar was again not determined. That the 
substances from hog stomach mucosa have glucosamine and galactose in 
equimolecular proportion was demonstrated by Meyer et al and Koba- 
yasi®. A preparation by Landsteiner and Chase of the A substance 
from commercial pepsin contained 27% glucosamine, but here no quantita- 
tive analysis was conducted on galactose. 

3. Kobayasi separated hog-stomach-mucosa-A in a state showing 

‘no protein colour reactions!® and involving nitrogen of 3.88%, which 
exceeded the corresponding to glucosamine only slightly. This prepara- 
tion rotated D-light to the left contrary to Landsteiner and Chase’s 
from the same source®, whose nitrogen reached even 6.16% and which gave 
protein colour tests and rotated D-light to the right. The A preparations 
from urine mentioned also showed colour reactions of amino acids, which 
look mere contaminants. Therefore no stress was to be laid upon the 
optical rotatory powers of the products, which had not been satisfactorily 
purified, for the aim of identification. 

After all, further purification and thorough chemical, physical and 
serological examinations are required to decide whether or not the sub- 
stances from urine of different groups are identical not only with one another 
but also with the group specific polysaccharides from the other sources. 

_ In the present work, we fractioned A, B and O urine separately by the 
operations which had been already reported in the preliminary communica- 
tion (the supernatant liquid of lead acetate-precipitates was made immedi- 
ately alkaline to pH 10 and lead subacetate was added, omitting fractiona- 
tion at different pH’s with lead subacetate). The deposit by means of lead 
subacetate, which involved most of the anti-sheep hemolysin or a corres- 
ponding carbohydrate of B or O urine, was decomposed with the aid of 
sulfuric acid, the solution thus obtained was subjected to dialysis and con- 
densation, and the precipitates after addition of alcohol was removed from 

hydrochloric acid-insoluble and tannin-precipitable (anti-isoagglutinin) sub- 
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stances. The products showed very strong Molisch reaction. A faint 
biuret reaction was given. The tests for cystine (reduced sulfer test), 
tyrosine (a-nitroso-8-naphthol reaction), tryptophane (vanilline test) and 
histidine (Hanke-Koessler reaction) were negative, but that for ar- 
ginine (Sakaguc hi) was positive though weak. Total nitrogen amount- 
ed to 1.28—1.39 equivalents of glucosamine. (One of the products from 
each of A, B and O urine analyzed respectively: 3.18% N, 29.13% 
glucosamine, 59.20% galactose, 3.15% ash; 3.02% N, 28.80% glucosamine, 
59.00% galactose, 0.35% ash; 2.93% N, 29.10% glucosamine, 59.46% 
galactose, 1.65% ash.) . 

To get rid of the probable nitrogenous contaminants, electrodialysis 
(Pauli apparatus, 200 volts) was attempted on an “ A” preparation, but 
the substance itself passed over into the anode compartment (Molisch test) 
through the collodion membrane. An animal membrane (hog bladder) also 
could not retain it. On the other hand, a solution in 5% sulfuric acid 
gave no precipitate on dropping in 20% phosphotungstic acid solution. 
However, we were successful in purification, when we precipitated the pro- 
ducts from a little etyhlene glycol by means of glacial acetic acid. 

The purified substances gave neither biuret nor ninhydrin reaction nor 
the reaction of arginine (Sakaguchi). The tests for pentose (aniline 
acetate), uronic acid (naphthoresorcinol), phosphorus (ammoniummolyb- 
date) and hydrolytic sulfur (BaCl,) were also negative. It gave Osaki 
and T urumi reaction" of hexosamine intensively when preliminarily heat- 
ed with alkali and only faintly when not. Not only in these qualitative 
respects but also quantitative-analytically the specimens from urine of 
different groups were in agreement with one another. The mean values 
of glucosamine amounted to 30.4% and those of galactose to 61.5% on 
an ash-free basis; namely, the ratio of the molecular proportions of these 
sugar components was 1.0: 2.0. The amount of acetyl corresponded nearly 
to glucosamine. Total nitrogen reached 1.17-1.28 equivalents of glucos- 
amine. Whether the still remaining excess of nitrogen belongs to a consti- 
tuent of the substances or is due to an impurity is a question open. The sub- 
stance used iodine (Macleod and Robison method”), when calculated 
for ash-free substance, to the extent of from 12.6 to 13.3% and in averages 
12.9% glucose. The consequences noted above of Osaki-Turumi test 
demonstrate that a simple-acetylglucosamine rest" stands at the reducing 
end of molecule. When it is assumed that this acetylglucosamine residue 
reduces iodine just as corresponds to its aldehyde group similarly as un- 
bound acetylglucosamine and consequently the substances are composed of 
6 molecules of galactose and 3 molecules of acetylglucosamine, the molecular 
weight is calculated at 1599 and the quantity of iodine to be reduced at 
11.3% of the quantity by glucose which resembles the figures obtained by 
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experiment. The insignificant surplus of actual iodine comsumption (1.6%) 
might owe to the unidentified nitrogenous compound other than glucosami- 
ne. If the number of the sugar units were instead 4 and 2 respectively, iodine 
to be used would reach 16.8% of that by glucose. Accordingly the urine 
substances can be expressed in common by the diagram below: 


Gl*—-G—G--GI—G—-G—GI—G—-G 


G: Galactose Gl: Acetylglucosamine 
GI*: Acetylglucosamine carrying free carbonyl 

It should be remarked that the quantitative ratio above of the sugar 
units diverges enormously from the corresponding ratio in the A specific 
carbohydrate obtainable from hog mucosa or pepsin (cf. the tentative 
formula of this substance by Kobayasi’). 

Subsequent optical measurement furnished outstanding figures. The 
carbohydrate from A urine rotated D-light to the right ([aJ == +-23.5°), 
but those from B and O urine to the left, the degrees of rotation coin- 
ciding with each other ([aJp>=—20.9° and [a]}=—20.7°). Therefrom 
Opposite configuration with respect to glucosidic union is suggested be- 
tween the molecule of “A” polysaccharide on one hand and those of the 
remaining polysaccharides. Hence we examined the cleavability of these 
substances by the snail enzyme with the expectation that “ B” and “O” 
would be barely or not attacked, because scission of “A” by this enzyme 
had been already reported by Freudenberg and others*. Contrariwise, 
however, our “A” preparation remained intact (incubated for 3 days), 
whereas the other substances were cleft unmistakably (increase of iodine 
use) and at that in like grades. (The enzyme solutions used by us were 
prepared from a stock liver paste which had been preserved in an ice cham- 
ber for about half a year with toluene). These findings are regarded to 
indicate that a-glucocidic linkages are present in “ A ” in place of some or 
all of the §-linkages in “ B” and “O” which on their part are considered 
as identical stereochemically. 

Hemolysis was tested by the use of red cells of goat, because we could 
not get those of sheep. The substance from A urine inhibited hemolysis 
’ but possessed no specific power of binding isoagglutinin of human B serum. 
Those from B and O urine proved inactive in both of the assays. The tech- 
nique and results will be seen in the experimental part. 


EXPERIMENTAL. 
Preparation of the Urine Substances. 


First stage. Urine was collected separately according to blood group 
to which the individuals belonged, and the deposit by lead acetate was set 
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aside for the study of the anti-isoagglutinins. The supernatant liquid was 
then brought to pH 10 with 30% ammonia water (about 3 cc. of the am- 
monia water to 1 / of the supernatant liquid) and just a sufficient quantity 
of saturated lead subacetate solution was added to throw down all the 
precipitable substances (10-12 cc. of the subacetate solution per / of the 
alkalinized supernatant liquid). Stood over night. What have subsided 
to the bottom of the vessel was separated on a Biichner funnel after 
siphoning out the most part of the mother liquid, washed with water, which 
had been alkalinized to pH 10 with ammonia and mixed with the saturated 
lead subacetate solution in a similar proportion, pressed and dried. Its 
yields from 100 / urine were as follow: A urine, 42-186 gm.; B urine, 105- 
142 gm.; O urine, 143-209 gm. 

Second stage. 159-730 gm. from the bulk of the lead precipitates 
were kneaded with double the weight of water and 10% sulfuric acid, 
equal in volume as water taken, was added in samll portions under agita- 
tion. The mixture (pH, <1.0) was brought on a Biichner funnel. The 
filtrate (orange colored) was dialyzed in a bladder against running water 
as long as it remained acid (4-5 days). The residue on the funnel was sub- 
jected to kneading with water, agitating with sulfuric acid (to pH below 
1.0) and draining, over and over again until all the M olisch-positive sub- 
stances were dissolved out (the processes had to be repeated about 10 times), 
followed each time by dialysis of the filtrate similar to above. The neutral 
solutions after dialysis were removed from what had appeared thereby, 
combined and distilled at 40° at a low pressure to 16-73 cc. depending 
upon the amount of the lead precipitates started with. After separating off 
the deposit, the condensate was evaporated furtheron to a few c.c. and 1/5 
the volume of 5% hydrochloric acid and subsequently 20 volumes of 95% 
alcohol were added. The precipitates were collected, washed with alcohol 
exhaustively to remove hydrochloric acid as completely as possible and 
with ether and dried. Crops at this stage from 100 gm. of the lead com- 
pounds: A urine, 1.7—2.0 gm.; B urine, 0.9-1.1 gm.; O urine, 0.7—1.4 gm. 

Third stage. The crude products above (3.2-9.0 gm. were taken in 
one run) were taken up in 5 times the weight of 1% hydrochloric acid and 
the insoluble part was centrifuged off. The solution (red colored) was pre- 
cipitated with 10 volumes of 95% alcohol, washed with many changes of 
alcohol and with ether. All the hydrochloric acid-insoluble substances 
were eliminated by repeating these operations 5 times or more. In per cent 
of the products at the foregoing stage were yielded: A urine, 13-20; B 
urine, 32-53; O urine, 44-54. 

Fourth stage. The substances obtained (1-4.4 gm. in one run) were 
dissolved in 33 times weight of 1% hydrochloric acid, and after addition 
of 20% tannic acid, as much as to acquire its concentration of 8% in the so- 
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lution, and 1/10 the weight of sodium chloride and thorough shaking, 
placed in an ice chamber for two days. Centrifuged. To the clear liquid 
were then added 8 volumes of 95% alcohol, the deposit washed with alcohol 
as long as hydrochloric acid was detected in the washing (tested with a 
moistened pH test paper), with acetone and with ether in turn and dried 
in a vacuum desiccator. The whole procedure above was carried out again 
and again (usually 5 times). All the tannin-precipitable anti-isoagglutinin 
was thus taken off, and tannin clinging to the substances was removed (ferric 
chloride test) followingly by repetition (3 times usually) of dissolution in 3 
times the weight of 1% hydrochloric acid, precipitation of the solution 
with 8 volumes of 95% alcohol, complete washing with alcohol and an 
alcohol-ether mixture and drying. Yield for the amount taken of the product 
in the third stage: A urine, 33% each in three runs; B urine, 34-37%; O 
urine, 27-42%. The yields per 100/ of respective starting urine were 
0.05-0.85 gm. from A urine, 0.12-0.19 gm. from B urine and 0.28-0.34 gm. 
from O urine. 

Quantitative analyses showed that total nitrogen was present about 
1.3—1.4 times as much as the corresponding to glucosamine, which owed 
partially to the presence of arginine. 

Fifth stage. 0.2-0.5 gm. of the above preparations was taken at one 
time. They were dissolved in 2-5 cc. of etylene glycol by slight warming 
and after addition of 20 volumes of glacial acetic acid (purified) (precipitates 
were not separated), shaken for two days at a room temperature. Cen- 
trifuged. The centrifugate was washed twice with an ethylene glycol- 
glacial acetic acid (1:20 by volume) mixture, thrice with glacial acetic 
acid, with acetone and with an alcohol-ether (1:1 by volume) mixture 
and dried. The powder obtained was submitted once again to ‘the above 
processes and in addition precipitated three times from 2-5 cc. of 1% 
hydrochloric acid with 20-50 cc. of 95% alcohol, each time being fol- 
lowed by washing with 95% alcohol and alcohol-ether and drying. The 
products were colored yellow but faintly. The crop varied in ail groups 
of urine from 30-45% of the material which had been purified with 
tannin. ' 


Properties of the Urine Substances. 


The preparations gained as above were examined as such excepting 
when optical rotations were measured. 


Quantitative analyses. 


Data obtained on one preparation each from urine of the different 
groups are embodied in Table I. Other preparations analyzed simi- 
larly. 
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Taegs 


Composition of Anti-Sheep Hemolysin from A Urine and of the 
Snbstances from B and O Urine. 


In parentheses are given figures calculated out on an ash-free basis. 





In per cent In equivalents per equivalent weight 
“A”? — “BRB” y “Oo” “A” —— “BR” =_ “oO” = 
preparation preparation preparation preparation preparation’ preparation 
Nitrogen* 2.94 2.81 2.69 1,28 1,25 1,17 
Glucosaminet 29.32 28.82 29.40 1,0 1.0 1,0 
| (30,37) (29.37) (30.49) 
Galactoset 59.45 59.75 59.91 2.01 2.06 2.03 
(61.59) (60.88) (62.14) 
Acetyl§ |} 6.55 6.4 6.62 0.93 0.93 0.94 
Iodine use|] in 
terms of glucose 12.8 12.4 12.2 
(13.3) (12.6) (12.7) 
Ash{ 3.47 1.86 3.59 


* Micro Kjeldahl method. + Hamasato and Akakura method. t Indole, orcinol 
and diphenylamine methods. The reactions developed colours in respective intensities coinciding 
as expressed as galactose, but not as expressed as another hexose. §Suzukimethod. || Mac- 
leod and Robison method. { Micro method. 


Optical rotation. 


It was determined after further decolorization of the preparations by 
dissolving in water, addition of lead acetate (no precipitation occurred), 
passing H,S gas, filtration, extracting off of acetic acid with ether, con- 


- densation under a reduced pressure, precipitation with alcohol, washing 


with alcohol-ether and drying. The substances became thus perfectly non- 
coloured. They gave the same quantitative-analytical figures as before this 
treatment. The solvent for polarimetry was water. 
The polysaccharide from A urine: 
5 0.081 x 3.0045 
lel = -aoiorassesinT = +235 
The polysaccharide from B urine: 
22 —0.130~x 3.0131 : 
[a]= 0.01881 x 0.998901 > 20-9 
The polysaccharide from O urine: 
11 —0.083 x 2°9942 ae 
[4] = 0.0120 Loole3x 1 = 20-4 








Enzymic hydrolysis. 


Enzyme solution. 30 cc. of a porridge of snail livers, which had been 
ground with an equal volume of water and kept for half a year with toluene 
in an ice chamber, were acidified to pH 4.5 with 5% acetic acid and depro- 








































920 T. Yasuoka 


teinized by shaking with many 30 cc. portions of a chloroform-toluene (1: | noth 
by volume) mixture. The solution obtained (a transparent brownish liquid; Table 
biuret-negative, Molisch-positive) was diluted twice with water. 

Digestion mixtures were composed of 1 volume each of a substrate and 
an enzyme solution, 3 volumes of a buffer solution and a few drops of to- 
luene, and | cc. aliquots were pipetted out of the mixtures before and after 


incubation, neutralized with 0.1 n. NaOH accurately and after making up was 
to 3 cc. with water, submitted to the procedure of Macleod and Robison rabb 
for measuring the iodine use. Incubation temperature, 38°C. In the fF 
control runs, the substrate solution was replaced with an equal volume of — 0.25 
water. taini 
Since the orienting experiment showed that the substance from O urine at 37 
is hydrolyzed by the present enzyme complex, the optimal pH for the con- ing | 
cerning enzyme was determined at first. Citrate buffers of S6rensen at pH mad 
2.3, 3.4, 3.9, 4.4, 5.0 and 6.0 were employed. The substrate solution con- 
tained 9.0 mgm. of “‘O” polysacchride in 1 cc. Digestion was continued its it 
for 24 hours. The increase of the reducing power was largest at pH 4.5, as with 


will be illustrated in Table II. 
TaABLeE II. 





Opt. pH of the Snail Enzyme for Splitting the Substance from O Urine. bloc 
(Incubation temp., 38°) tim: 
HOE? : increase of reducing torce of 1.8 mgm. of *O ’’ preparation ags 
= - Cigution siatyss fee. of 0.05 n. thiosulfate solution) Ac 
2.3 0.19 Aft 

3.7 0.37 

4.2 0.39 

4.5 0.40 
4.8 0.38 H 
a . S 
6.0 | 0.11 C 
wi 

TABLE III. 

Digestion at pH 4.5 of the Substances from Urine of Different TD 
Groups. t 





Cndtiatiniten, ' Increase of reducing force (cc. of 0.05 n. thiosulfate solution) 











day | ‘*A” preparation ‘**B”’ preparation **O”’ preparation 
(2.57 mgm.) __ (2.44 mgm.) (2.88 mgm.) 
0 | 0 0 0 
1 0.06 0.38 | 0.48 
3 0.03 0.58 | 0.72 ’ 





In the next place, the polysaccharides from urine belonging to different 
groups were incubated at pH 4.5. The enzyme solution was prepared from 
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” , another portion of the same liver porridge. The results are seen in 
ud; 
' Table III. 

ind Serological assays. 

to- a) Hemolysis test. 

ter Instead of the anti-sheep hemolytic activity, the anti-goat hemolytic 

up was tested by means of an immune serum, prepared by injection into a 

on rabbit of human red cells of group A. 

he § To 0.2cc. at progressively trebled dilutions of the solutions were added 

of 0.25 cc. of 1: 10 normal guinea pig serum and 0.5 cc. of diluted lysin con- 
taining 1 hemolytic unit, determined after 1} hours at 37°. After 2 hours 

ne at 37°, 0.25 cc. of 5% goat cells was added. The highest dilution still show- 

n- § ing complete inhibition of lysis was taken as the titre; the readings were 

H made when a control tube showed complete hemolysis (Table IV). 

1 The specificness of the action of “ A ” was further confirmed by testing 

d its influence on hemolysis of bull cells by means of a rabbit serum immunized 

is with the cells of the former animal (Table V). 


b) Isoagglutination test. 


Inhibitory effect of the substances on the isoagglutination of A and B 
blood cells was examined, by mixing 0.2 cc. each of a solution and 40 
times diluted human serum of B or A group (both of these sera possessed the 
agglutinin titre of 160) and adding 1 drop of 2.5% suspension of washed 
A or B cells after standing for 1 hour at 37° and following | hour at 0°. 
After 2 hours at 37° the readings were made (Table VI). 


Pe Rae 


TABLE IV. 


Hemolysis of Goat Cells by Rabbit 
: Serum Immunized with Human A 
Cells, after Treatment of the Latter 





with Increasing Dilutions of the Sub- 


TABLE V. 


Hemolysis of Bull Cells by Rabbit 

Serum Immunized with Bull Cells, 

after Treatment of the Latter with 
the Substances from A, B 











stances from A, B and O Urine. and O Urine. 
Dilution of solu-, “*A” | “B” a” ie Dilution of solu-| “A” | “B” | “OQ” 
4 tions of urine jprepa- ‘prepa- prepa- tions of urine prepa- prepa-  prepa- 
substances ration ration’ ration substances ration ration ration 

1: 106 _ — _ 1: 100 -- - - 

1: 300 _ H+ ++ 1: 300 + + ++ 

d 1: 900 = + ++ 1: 900 He tH tH 

1: 2,700 _ H+ H+ 1: 2,700 + tH tt 

1: 8,100 Ht H+ tH 1: 8,100 _ tH t+ 

1: 24,300 cine + Saas 1: 24,300 + = Soa 

1: 72,900 tt tt tt 1: 72,900 ++ +H tt 

0 tt tt ++ 0 tH tt tH 
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TABLE VI. 


Agglutination of Human A and B Cells by Sera of Group B and A 
Respectively, after Treatment of the Latter with the Substances 
from A, B and O Urine. 





Dilution of Agglutination of A cells Agglutination of B cellls 


solutions of | 
° “ ” “ss ” “< ” | “es ” “ ” “cc ” 
urine A B Oo — ane B . Oo é; 

substances preparaton preparation preparation | preparation preparation preparation 
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CON CLUSION Ss. 


1. The anti-sheep hemolysin from.A urine (“ A ”’) and the correspond- 
ing carbohydrates in B and O urine (“ B ” and “‘O”’) are all composed of 3 
molecules of acetylglucosamine and 6 molecules of galactose. 

2. “B” and “QO” are one and the same substance and differ from 
“A.” From their optical behaviour and digestibility by the snail enzyme 
was suggested that the §-glucosidic linkages in the non-group specific car- 
bohydrate are substituted in the group-specific at least in part with the a- 
glucosidic. 

3. The purified preparations “of these carbohydrates still contained 
nitrogen slightly more than corresponding to glucosamine. Whether the 
excess belongs to a proper nitrogenous constituent other than glucosamine 
or to a mere contaminant is a problem undissolved at present. 

4. The anti-sheep hemolysin from urine is not identical with the A 
group substance obtainable from the gastric mucosa of hog. 


Our thanks are due to the Foundation for Promotion of Science and Indust- 
rial Research and the Government Grant Committee for Scientific Researches 
of the Education Department for the grants towards the expenses of this investi- 
gation and especially to Prof. T. Murakami for the kind help afforded to us in 
serological test. 
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Studien uber die Eiweisskorper des 
Knochenmarks. 


Il. Mitteliang: Die Veranderungen der Eiweissfraktionen des 
Knochenmarks bei dauernder Arsenik- und 
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Von 
Yutaka Nihei. 
(= #) 
(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. Kato, 
Tohoku Universitat zu Sendai.) 
(Received for publication, May 2, 1943) 


Die Meinungen der Autoren iiber die hamatopoetische Wirkung des 
Arseniks stimmen noch nicht ganz iiberein. Stockmann u. Greig” 
berichten, dass bei perniciéser Anamie die Erythrozytenzahl durch Ar- 
senik vermehrt wird. Senator fihrte die giinstigeWirkung des Arseniks 
fiir die Anamie darauf zuriick, dass Arsenik das Knochenmark reizt, weil 
es hamolytisch wirkt. Diese Ansicht wurde auch von Morawitz”, 
Gunn* u.a. unterstiitzt. Spater konstatierte Neuschlosz® in den Ver- 


suchen an Hiihnern und Kaninchen Zunahme der Erythrozytenzahl durch 
Verabreichung von k'einen Dosen Arsenik und meinte, dass durch die ° 
Oxydation hemmende Wirkung des Arseniks O,-Mangel im Gewebe her- 
beigefiihrt wird. Nach Petranyi® nimmt die kreisende Blutmenge, 

namentlich die der Blutzellen nach Verabreichung von Arsenik zu. Ovya- 
ma”) konnte ebenfalls an den mit Arsenik behandelten Kaninchen Zunahme 
der Erythrozytenzahl und des Hamoglobingehalts bestatigen. 

Wie oben geschildert ist, ist die Férderung der Hamatopoese durch 
Arsenik von vielen Autoren erkannt worden. Wie in der I.® und II.” 
Mitteilung dargelegt worden ist, kann man annehmen, dass das Knochen- 
mark ausser seiner hamatopoetischen Wirkung auch an Bildung und Re- 
gulierung des Bluteiweisses teilnimmt. Wenn Arsenik das Knochenmark 
reizt und die Hamatopoese férdert, so kinnte man auch denken, dass auch 
die Funktion des Knochenmarks, in bezug auf die Bildung und Regulierung 
des Bluteiweisses durch Arseniks ebenfalls irgendwie beeinflusst wird, wobei 
die Eiweissfraktionen des Blutplasmas und Knochenmarks Veranderungen 
aufweisen widen. 

Auch das Eisen wirkt ahnlich wie Arsenik und wird allgemein bei ver- 
schiedenen Andmie vor allem als Mittel zur Férderung der Hamatopoese 
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benutzt. Dass das Eisen die Heilung der Anamie férdert, ist von N oor- 
den’, Tartakowsky”, Petranyi®, Oyama”, Funakubo” ua. 
iibereinstimmend bewiesen worden und wird im allgemein darauf zuriick- 
gefiihrt, dass das Eisen nicht bloss ein wichtiger Bestandteil des Hamoglobins 
ist, sondern vielmehr auch durch Reizung des Knochenmarks die Ery- 
thropoese férdert. Daher liegt die Annahme sehr nahe, dass auch durch die 
Eisengabe Veranderungen der Eiweissfraktionen des Plasmas und Knoch- 
enmarks hervorgerufen werden, indem das Knochenmark Funktionsveran- 
derungen erleidet. Du ch vorliegende Untersuchung dieser Eiweissveran- 
derungen kénnte man auch wohl die Bedeutung des Knochenmarks fiir die 
Bildung und Regulierung des Bluteiweisses klaren. Von dieser Auffassung 
ausgehend, wurden vorliegende Versuche vorgenommen, um die Eiweiss- 
fraktionen des Knochenmarks bei Arsenik- und Eisendarreichung zu unter- 
suchen. Da die Bestimmungsmethode in der I. Mitteilung® geschildert 
ist, wird ihre Beschreibung hier unterlassen. 


1. Bestimmung bei Arsenikdarreichung. 


Als Versuchstiere wurden 6 junge Kaninchen benutzt, und als Arsenik 
wurden Arsozon ,, Takeda“ verwendet. 0.5 ccm seiner 5%igen Lésung pro 
kg Kérpergewicht wurden den Kaninchey alle 2 Tage 7 mal subkutan in- 
jiziert. Arsozen ,,Takeda“ ist eine organische Arsenverbindung, deren 
Konstitutionsformel . 

ONa 

CH;—As=O 

\ONa 
ist. Seine fiir Kaninchen letale Dosis soll intravenés 0,6 g pro kg Kérperge- 
wicht, die fiir Hiihner intramuskular 20g pro kg Kérpergewicht sein. Darum 
sollen die von uns gebrauchten 0,5 ccm 5%iger Lésung ,,kleine Dosis“ 
genannte werden. Die Versuchsresultate sind in Tab. 1 aufgezeichnet. 
Wenn man im Vergleich mit den Werten der Kontrollversuche die prozen- 
tuale Ab- oder Zunahme der Eiweissfraktionen im Plasma berechnet, so 
zeigt der Gesamt-N (G-N) —7,7, der Rest-N (R-N) +15,3, der Eiweiss-N 
(Eiw.-N) —9,3, der Albumin-N (Alb.-N) — 12,9, der Globulin-N (Glob.-N) 
—11,9 und der Fibrinogen-N (Fib.-N) +32,5, wahrend im Knochenmark 
sich der G-N —12,7, der R-N +33,1, der Eiw.-N —16,4, der Alb.-N —24,6, 
der Glob.-N —8,5 und der Fib.-N —11,7 belauft. 

Uber die Einfliisse des Arseniks auf den Eiweisstoffwechsel gehen die 
Meinungen der Autoren noch auseinander. Boeck ist der Meinung, 
dass Arsenik auf den Eiweisstoffwechsel gar keinen Einfluss hat; Liebesny 
u. Vogl stellen bei Morbus Basedowii Herabsetzung des Grundumsatzes 
durch Darreichung arseniger Saure fest. Rona, Minkowitzer u. 
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Seidenberg™ behaupten dagegen, dass die Wirkung des Arseniks von 
der Quantitat abhangig sei und zwar so, dass kleine Dosen die Eiweisspal- 
tung férdern, wahrend grosse sie hemmen. Terai!® hat aus den Ergeb- 
nissen der Versuche, in denen er Kaninchen verschiedenartige Arsenik- 
verbindungen verabreichte und den R-N des Blutes bestimmte, geschlossen, 
dass kleine Dosen Arsenik die Eiweisspaltung férdern. 

Aus vorliegenden Bestimmungsresultaten geht hervor, dass der G-N 
im Plasma um 7,7% und im Knochenmark um 12,7%, der R-N im Plasma 
um 15,3% und im Knochenmark um 33,1% und der Eiw.-N infolgedessen 
im Plasma um 9,3% und im Kecseeumatl um 16,4% abnimmt. Man 
kénnte sagen, diese Tatsache zeige, dass der Eiweisszerfall, wie Rona, 
Minkowitzer u. Seidenberg”™ und Terai’ behaupten, durch Ar- 
senik geférdert werde. Dass die Fraktionen im Knochenmark mehr ab- 
oder zunehmen als im Plasma, beruht wahrscheinlich darauf, dass nicht nu, 
Eiweisszerfall gleichzeitig im Plasma und Knochenmark vor sich gingr 
sondern auch Bildung und Umwandlung des Eiweisses im Knochenmark 
lebhaft war, um den Eiweissmangel des Plasmas zu ersetzen. Um diese 
Beziehungen zu klaren, wurden die prozentualen Verhiltnisse des Alb.-, 
Glob.- und Fib.-N im Eiw.-N ausgerechnet und in Fig. 1 angegeben. Wie 
die Figur zeigt, nahmen auch im Plasma der Alb.- und Glob.-N relativ ab 
und der Fib.-N relativ und absolut zu. Im Knochenmark aber zeigten 
der Glob.- und Fib.-N relativ leichtgradige Zunahme, wahrend der Alb.-N 
relativ abnahm. Dass die Abnahme des Alb.-N im Plasma relativ und ab- 
solut geringer als im Knochenmark war, bedeutet wahrschenlich, dass 
Albumin aus dem Knochenmark ins Plasma abgegeben wurde. Beriick- 
sichtigt man die Tatsache, dass der Glob.-N im Plasma absolute und relative 
Abnahme und der Fib.-N im Plasma absolute und relative deutliche Zu- 
nahme und im Knockenmark absolute Ab- und relative Zunahme zeigte, 
so kénnte man annehmen, dass das Knochenmark einerseits gegen den 
Eiweisszerfall durch Arsenik zum Ersatz des Eiweisses Fibrinogen, grob- 
molekulare Eiweissteilchen, bildete und in Globulin umwandelte und 
andererseits Globulin und Fibrinogen, welche als junge Eiweissarten anzu- 
sehen sind, in den Blutstrom abgab. 

Aus dem Gesagten w-rd geschlossen, dass bei der Darreichung kleiner 
Dosen Arsenik der Eiweisszerfall einsetzt und das Knochenmark Eiweiss- 
kérper ans Blut abgibt und eae den Zerfall durch Eiweissbildung kom- 
pensieren kann. 


2. Bestimmungen bei Eisenfitterung. 


5 jungen Kaninchen wurde taglich 0,1 g Ferrum reduct. ungefahr 30 
Tage lang per os verabreicht. Die Versuchsresultate sind in Tab. 2 an- 


gegeben. 
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Im Plasma betrug der G-N 627,5-754,4 mg/dl, im Durchschnitt 700,3 
mg/dl, der R-N 26,9-50,0 mg/dl, im Durchschnitt 40,1 mg/dl, der Eiw.-N 
600,3—704,4 mg/dl, im Durchschnitt 660,2 mg/dl, der Alb.-N 355,5-439,9 
mg/dl, im Durchschnitt 392,7 mg/dl, der Glob.-N 210,6-249,8 mg/dl, im 
Durchschnitt 231,4 mg/dl und der Fib.-N 25,5—48,1 mg/dl, im Durchsch- 
nitt 36,1 mg/dl. Berechnete man gegeniiber den Werten der Kontroll- 
versuche die prozentuale Ab- oder Zunahme der Eiweissfraktionen im 
Plasma, so zeigten der G-N —25,5, der R-N —0,9, der Eiw.-N —26,5, der 
Alb-N —22,0; der Glob.-N —31,5 und der Fib.-N —39,5. Im Knochen- 
mark verhalten sie wie folgt.: Der G-N —44,3, der R-N +0,4, der Eiw.-N 
—48,0, Alb-N —48,1, der Glob.-N —64,9 und der Fib.-N —24,5. 

Nach Inoue!” wandelt sich das Knochenmark, wenn man normalen 
Kaninchen Eisen verabreicht, zum gréssten Teil in Fett- und Fasergewebe 
um und lagert das Eisen in den Retikuloendothelien ab. Beilicke!® 
teilte mit, dass, wenn man auch bei Darreichung von kleinen Dosen Eisen 
keinen Einfluss bemerkt, nach Darreichung mittlerer Dosen eine Reizwir- 
kung auftritt und jugendliche Zellen erscheinen, gleichzeitig sich aber auch 
eine toxische Wirkung bemerkbar macht und der Hamoglobingehalt sowie 
die Ervtnrozytenzahl absinken; durch Verabreichung grésserer Dosen 
Eisen erscheine die toxische Wirkung allein und werde die Knochenmark- 
schadigung viel starker, so dass die Kaninchen endlich zu Grunde gehen. 
Wenn man namlich normalen Kaninchen iibermassig Eisen darreicht, so 
werden, wie man glaubt, Degeneration und Eisenablagerung im Knochen- 
mark herbeigefiihrt. In vorliegenden Versuchen zeigte der R-N fast keine 
Veranderungen im Plasma und Knochenmark, der G-N und Eiw.-N 
nahmen dagegen im Plasma deutlich und im Knochenmark noch deutlicher 
ab. Diese Tatsache beruht wahrscheinlich darauf, dass die Funktion des 
Knochenmarks durch die toxische Wirkung des Eisens erheblich gestért 
wurde. Dass der Fib.-N im Plasma hochgradige Abnahme zeigte, bedeutet 
wahrscheinlich darauf hin, dass das Knochenmark nicht hinreichend 
Fibrinogen bilden konnte. 

Die prozentaualen VerhAltnisse des Alb.-, Glob.- und Fib.-N im Eiw.- 
N sind in Fig. 2 wiedergegeben. Dass der Alb.- und Glob.-N im Plasma 
und Knochenmark, wie die Figur zeigt, ebenfalls relativ abnahmen, zeigt, 
dass die Eiweissbildung fast aufhérte. Obgleich der Fib.-N relativ zunahm, 
nahm er doch vielleicht in Wirklichkeit nicht zu, vielmehr beruhte seine 
Zunahme darauf, dass die Abnahme des Fib.-N gegeniiber der starken 
Abnahme des Alb.- und Glob.-N gering war. 

Kurz, aus dem Gesagten wird der Schluss gezogen, dass bei normalen 
Kaninchen durch die Eisendarreichung eine toxische Funktionsherabsetz- 
ung des Knochenmarks hervorgerufen wird und die Bildung und Mobilisa- 
tion des Eiweisses gestért wird. 
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© 
Zusammenfassung. 


Es wurden normalen jungen Kaninchen Arsenik bzw. Eisen dar- 
gereicht und die Veranderungen der Eiweissfraktionen im Knochenmark 
und Blutplasma vergleichend ermittelt. 

1. Bei dauernder Verabreichung von kleinen Dosen Arsenik traten 
im Knochenmark Abnahme des Gesamt-N (G-N), deutliche Zunahme des 
Rest-N (R-N), folglich eine Abnahme des Eiw.-N auf. Im Eiw.-N nahm 
der Albumin-N (Alb.-N) absolut und relativ ab, der Globulin-N (Glob.-N) 
und Fibrinogen-N (Fib.-N) absolut ab und relativ zu. Wenn auch im 
Plasma ebenfalls ahnliche Veranderungen auftraten, zeigten doch der Alb.- 
und Glob.-N absolute und relative Abnahme und der Fib.-N Zunahme. 
Dies wird wahrscheinlich davon herkommen, dass nach Arsenikverabreich- 
ung Eiweisszerfall einsetzt und das Knochenmark einerseits seine Eiweiss- 
kérper an die Blutbahn abgibt, anderseits den Eiweisszerfall durch Bildung 
neuen Eiweisses kompensieren kann. 

2. Bei dauernder Eisendarreichung zeigt der R-N sowohl im Knochen- 
mark als auch im Plasma fast keine Veranderungen und der G-N und Eiw.- 
N deutliche Abnahme. Was die Eiweissfraktionen betrifft, zeigen der 
Alb.- und Glob.-N absolute und relative Abnahme und der Fib.-N relative 
Zunahme. Das Ausmass der Veranderungen ist im Knochenmark bei 
weitem héher als im Plasma, was vielleicht davon herriihrt, dass die eiweiss- 
bildende Funktion des Knochenmarks durch toxische Wirkungen des Eisens 
gestért wird. 
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Tabelle I. 


Eiweissverteilung im Blutplasma u. Knochenmark bei 
chronischer Arsenvergiftung. 
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Knochenmark 


hanes tmenen 


ee ‘ ahete | 


Korper- . , | ' , 
gewicht (kg) G-N |R-N 7 > aes og | a -N a «3s (Glob. = 


Geschlecht mg/dlimg/dl|m g/dl) mg/dl o—" md/dl img/dl mg/dl |mg/dl ingial mg/dl 
* eee | SS Se ae — a = ae 
1,65(1,45) @ | 938,4; 36,0) 902,4) 476,0 343,7) 82,4 1365,0) 136,8) 1228,2 466,1| 460,4; 301,7 
1,50(1,40) 6 | 866,6} 37,8) 828,8) 478,6) 270,7| 59,4) 1326, 0 145,5) 1180,5 468,9, 403,9| 307,7 





1,55(1,50) @ | 714,0} 47,7] 66,3) 363,7| 225,3, 77,3| 1407 10} 134,5) 1272,5 532,3 449,8| 290,4 


| 1,70(1,55) 6 | 951,4| 72,0] 879,4| 485,1| 304,6, 89,7 1582,0 164,9| 1417,1| 620,8) 486,7} 309,6 
5! 1,60(1,50) | 902,2} 52,4| 849,8 447,4| 318,4) 84,0| 1316,5) 191,1| 1125,4) 453,2) 363,7| 308,5 


6! 1,65(1,50) | 832,4} 66,3] 766,0| 380,2/ 303,5| 82,3| 1411,0| 182,5| 1228,5| 511,8, 40,1) 316,6 





*» ow N = |Versuchs-Nr. 


Minimum 714,0| 36,0| 666,3| 363,7| 225,3, 59,4| 1316,5| 134,5| 1180,5 453,2 363,7| 257,7 
Maximum 951,4| 72,0, 902,4} 485,1} 343,7| 89,7| 1582,0| 191,1| 1417,1| 620,8| 486,7| 316,6 





Durchschnitt ---| 867,5| 46,7| 815,4) 438,5| 297,7| 79,2| 1401,2) 159,2/ 1242,0| 508,9| 427,4) 305,7 








d. Norm 


Durchschnitt __ | 940.0} 40,5] 899,6| 503,5| 338,0| 59,7] 1605,0) 119,6] 1485,4 675,0) 467,2) 343,2 








Prozentische ~ ; | 
Ab- od. Zunah-|— + = = + |- ‘— — 
me gegeniiber| 7,7) 15,3 11,9} 32,5) 12,7 33,1|_ 16 “ 24, 6 85) 11,7 
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Ziffern in Klammern: Ké6rpergewicht vor Arsozoninjektion. 


Tabelle II. 


Eiweissverteilung im Blutplasma u. Knochenmark bei Eisenfiitterung. 





Blutplasma Knochenmark 


| 
wt | | 
Orper- nw] 4 = : Pe _ 
gewicht (kg) G-N | R-N | _ wea | Geb Fo | -N} R-N - 7 ce 
a mg/dl! mg/dil me/dl ak da oso mg/dl|mg/dljmg/dl meld mg/dl 
= 
| 1,54(1,65) @ 713,1 49,4| 663,7 388,4 249,8, 25,5,1022,0) 190,5) 831,5) 499,5 1705 208,5 
| 11,2(1,82) $ 7a 33,9) 684,3 402,2 234,0 48,1 777,0| 69,5) 707,5) 258,0; 178,0, 271,5 
. 1,70(1,95) | 754,4, 50,0, 704,4 439,9 233,6, 30,9)1106,0 108,5) 997,5} 395,0 178,0 424,5 
4} 1,25(1,90) 6 | 627,2) 26,9) 600,3, 335,5 2106 34,2) 595,0} 108,5) 486,5) 236,5) 105,0| 145,0 
5| 1,20(1,75) 9 ones 40,3 648,4 377,6 2498 42, 0 ioe bs 123,0} 839,0) 412,5 181,5 295,0 





| AN-syonsia A, 


Minimum tee ee 627.2 26,9 “600,3, 355,5 2106 "25,5 595,0| 69,5) 486,5| 236,5 105,0, 145,0 


754,4 50,0 704,4 439,9 "2498 106 190,5} 997,5| 499,5) 181,5, 424,5 


Durchschnitt --- 700,3| ~ 40,1 660,2, 392,7 231,4 36,1} 893,5 120,0 773,5) 350,5| 164,0) 259,0 





= — ---| 940,0, 40,5) 89,6 503,5 338,0, 59, 7 1605,0| 119,611485,4, 675,0| 467,2, 343,2 
Prozentische Ab- j | eee, | 
_Zunahme!_95 50.9 |—26,5 —22,0 —31,5 —39,5|—44,3]+ 0,4|—48,0|—48,1| 64,9 —24,5 
gegeniiber d. | | | 
Norm : | | | | 














Ziffern in Klammern: K6rpergewicht vor d. Eisenfiitterung. 
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Fig. 1. Prozentuale Verteilung des Alb.-, Glob.- 
u. Fib.-N in Eiweiss-N bei dauernder 
Arsenik-darreichung. 
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Fig. 2, Prozentuale Verteilung des Alb.-, Glob.- 
u. Fib.-N in Eiweiss-N bei dauernder 
Eisen-darreichung. 
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“ Pseudo-vitamin C” in Human Milk; 
Preliminary Report. 

By 
Akira Sato. 

(fi me &%) 

(From the Department of Pediatrics, Faculty of Medicine, 
Tohoku University, Sendai. Director: 

Prof. Akira Sato.) 

(Received for publication, June 1, 1948) 

It is generally assumed that the Tillmanns’ reagent reducing sub- 
stance in human milk is vitamin C, though the non-specifity of the re- 
agent is well known. Now human milk negative to Arakawa’s reac- 
tion” is a milk from a thiamin-deficient lactant. In spite of repeated 
demonstraction® from my Laboratory some pediatricians and even a few 
biochemists held Arakawa-negative milk for a good milk only because of its 
very rich content in vitamin C or the Tillmanns’ reducing substance. 
It is true that synthesized vitamin C can make normal human milk (or 
Arakawa-positive milk) Arakawa-negative, if added in an excessive amount 
to milk in vitro.» But however large an amount of vitamin C a lactant 
may take, it cannot give an influence to Arakawa’s reaction of her milk. 
What is the true nature of “ Pseudo-vitamin C,” which name I have given 
to this Tillmanns’ reducing substance in human milk ? 

** Pseudo-vitamin C ” reduces the Tillmanns reagent like vitamin 
C, but is easily soluble in ether.” Once extracted from human milk with 
ether, the substance seems to lose almost all the reducing property, so that 
the human milk—which is now of much smaller value of reduction—will 
not show any appreciable increase of the value after getting back the 
extracted substance into itself. 

“ Pseudo-vitamin C” is a methyl glyoxal substance,» probably a 
mixture of such substances and occurs in case of thiamin deficiency, so 
that it decreases by thiamin administration. Arakawa-negative hu- 
man milk is not an aperoxidatic milk or milk minus peroxidase:® The 
reaction of such a milk will shift toward positive, if “‘ Pseudo-vitamin C ” 
is taken off from it. 
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Studien tber die Eiweisskérper des 
Knochenmarks. 


IV. Mitteilung: Beeinflussung der Eiweissfraktionen des 
Knochenmarks durch Réntgenbestrahlung. 


Von 


Yutaka Nihei. 
\ Hh ®) 
(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. Kato, 
Tohoku Universitat zu Sendai.) 
(Received for publication, May 2, 1943) 

Es ist eine wohlbekannte Tatsache, dass starke bzw. lang andauernde 
Einwirkung der Réntgenstrahlen Gewebezerstérungen hervorruft. Dass 
vor allem das Knochenmark besonders empfindlich gegen Réntgenstrahlen — 
ist, wurde bereits von Casati" und Bauer betont. Nach dem Versuch, 
in dem Gregori® bei Kaninchen das Knochenmark des Hinterschenkels 
nach Bestrahlung mit Réntgenstrahlen priifte, beginnt bereits durch eine 
Bestrahlung von 2000 r eine Nekrose im Knochenmark, und bei 6000 r 
scheinen die Knochenmarkzellen schon all ihre lebende Kraft zu verlieren, 
wenn sie auch bei einer Bestrahlung von 2000-4000 r noch einige Tage am 
Leben bleiben. Die Réntgentiefentherapie ist heute eine sehr gebrauch- 
liche Methode zur Behandlung verschiedener Erkrankungen vor allem 
maligner Geschwiilste, wobei ziemlich grosse Réntgendosen angewendet 
werden. Diese miissen auch auf das Knochenmark direkt und indirekt 
verschiedene Wirkung ausiiben. Wie bereits in den vorangehenden Mit- 
teilungen festgestellt wurde, hat,das Knochenmark eiweissbildende Funk- 
tionen und reguliert ausserdem das Bluteiweissbild. Da es nicht nur ex- 
perimentell interessant, sondern auch klinisch-therapeutisch wichtig ist, die 
Veranderungen des Knochenmark- und Plasmaeiweisses, welche infolge 
der durch Réntgenbestrahlung bewirkten Funktionsanderung des Knochen- 
marks herbeigefiihrt werden, zu untersuchen, wurden vorliegende Versuche 
durchgefihrt. 

Es wurde bei Kaninchen der Femur einer Seite nach den Angaben 
Gregoris® mit einer mittleren Menge von 4000 r bestrahlt. 72 Stunden 
danach wurden die Versuchstiere durch Verbluten getétet, beiden Femuren, 
dem bestrahlten und dem nicht bestrahlten, wurde das Knochenmark ent- 
nommen und bei beiden die Bestimmung der Eiweissfraktionen durchge- 
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fihrt. An dem zugleich entzogenen Plasmaeiweiss wurden ebenfalls die 
Eiweissfraktionen bestimmt. So wurde durch vergleichende Ermittelung 
der Einfluss der Réntgenbestrahlung auf die Eiweissbilder des Knochen- 
marks und Blutes untersucht. Die Bestrahlungsdaten waren folgende: 180 
K. V.3mA., Filter Cu 0,8 mm. Al 0,5 mm., Fokus-Haut-Abstand 20 cm., 
Bestrahlungsfeld 10x 10 cm., H.W.S.=Cu 1,3 mm., 38,8 r/min 103 min, 
Total 4000 r._ Da die Entnahme des Knochenmarks und die analytischen 
Bestimmungen genau so wie bei den Versuchen der I. Mitteilung* ausge- 
fuhrt wurden, werden hier Angaben iiber die Methode unterlassen. 


Versuchsergebnisse. 


Die Bestimmungsdaten bei 5 jungen gesunden Kaninchen sind in Tab. 
1 angegeben. Wie man aus der Tab. ersieht, war die Richtung der Ver- 
anderungen ohne Ausnahme ganz gleich. 

Im Plasma betrug der Gesamt-N (G-N) 624,4 —798,4 mg/dl, im Durch- 
schnitt 663,9 mg/dl, der Rest-N (R-N) 76,6-146,3 mg/dl, im Durchschnitt 
‘99,1 mg/dl, der Eiweiss-N (Eiw.-N) 519,9-624,6 mg/dl, im Durchschnitt 
568,8 mg/dl, der Albumin-N (Alb.-N) 263,9-312,9 mg/dl, im Durchschnitt 
278,9 mg/dl, der Globulin-N (Glob.-N) 184,8-225,7 mg/dl, im Durch- 
schnitt 204,9 mg/dl und der Fibrinogen -N (Fib.-N) 50,8-104,9 mg/dl, im 
Durchschnitt 81,0 mg/dl. Berechnet man die prozentuale Ab- oder Zu- 
nahme der Eiweissfraktionen im Plasma im Vergleich mit den Werten der 
Kontrollversuche, so zeigt der Gesamt-N (G-N) —18,7, der Rest-N (R-N) 
+144,7, der Eiweiss-N (Eiw.-N) —36,8, der Albumin-N (Alb.-N) —44,6, 
der Globulin-N (Glob.-N) —39,4 und der Fibrinogen-N (Fib.-N) +35,7. 
In dem mit Réntgenstrahlen behandelten Knochenmark betrug der Ab- 
und Zunahmeprozentsatz beim G-N —37,4, beim R-N —19,2, beim Eiw.-N 
-38,8, beim Alb.-N—55,3, beim Glob.-N —13,0 und beim Fib.-N —40,8, 
wahrend er im Knochenmark der nicht bestrahlten Seite sich beim G-N 
—35,4, beim R-N +1,2,beim Eiw.-N —38,3, beim Alb.-N —54,1, beim 
Glob.-N —27,4 und beim Fib.-N —22,0 zeigte. 

Ausser dass der R-N und Fib.-N im Plasma infolge der Réntgenbestrah- 
lung zunahmen, wurden, wie man aus der oben erwahnten Zahlenangabe 
deutlich ersieht, sowohl im Plasma als auch im bestrahlten und nicht be- 
strahlten Knochenmark Verminderung des Eiweisses und deutliche Ab- 
nahme aller Fraktionen festgestellt, wenn auch einzelne Fraktionen mehr 
oder weniger graduale Unterschiede in ihren Werten zeigten. Die Men- 
genverhaltnisse sind zur Erleichterung des Vergleiches mit gesunden Kanin- 





An dieser Stelle méchte Verfasser Herrn Prof. Y. Koga and Herrn Dozent S. Takahasi 
von der hiesigen Réntgenologischen Universitatsklinik fiir ihre freundliche Hilfe bei Ausfiihrung 
der Bestrahlungen seinen aufrichtigsten Dank aussprechen. 
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chen in Fig. 1 wiedergegeben. 

Was die Veranderung des Knochenmarks in 72 Stunden nach der 
Réntgenbestrahlung anbelangt, sah das Knochenmark der bestrahlten Seite 
gelblich fettreich aus, auch das der nicht bestrahlten Seite hatte ahnliches 
Aussehen. Diese Tatsache deutet darauf hin, dass durch die Réntgen- 
bestrahlung das Knochenmark weitgehend zerstért wurde, ahnlich wie 
bereits Gregori®) beobachtet hatte. Nach dem Aussehen zu urteilen, 
unterliegt es keinem Zweifel, dass nicht nur Knochenmark der bestrahlten, 
sondern auch das Wer nicht bestrahlten Seite durch die Réntgenbestrahlung 
stark geschadigt wird, was eine Herabsetzung seiner Funktionen zur Folge 
hat. Wenn man nun die Veranderungen der eiweissbildenden und re- 
gulierenden Funktionen des Knochenmarks im Vergleich mit den Bestim- 
mungsdaten betrachtet, kann man feststellen, dass zuerst das Knochenmark 
der bestrahlten Seite in seiner Funktion beeintrachtigt wird, so dass es nicht 
geniigend Eiweisskérper erzeugen kann, und dass das Knochenmark der 
anderen, nicht bestrahlten Seite ebenfalls indirekt humoral beeinflusst und 
hierdurch seine Funktionen bald herabsetzt wird. Mithin kann das Blut- 
plasma keinen Eiweissersatz aus dem Knochenmark mehr erhalten, zugleich 
setzt auch in dem Blut selbst Spaltung der Eiweisskérper ein und nehmen 
das Plasmaeiweiss und seine Fraktionen ab. Die Zunahme des R-N im 
Plasma ist wahrscheinlich auf die Spaltung des Plasmaeiweisses und das 
Einstrémen des R-N aus dem Knochenmark oder ausserdem wahrscheinlich 
auf Spaltung des Muskeleiweisses im bestrahlten Schenkel zuriickzufiihren. 

Um die Beziehungen zwischen Albumin, Globulin und Fibrinogen fest- 
zustellen, wurden die Mgengenverh4ltnisse des Alb.-, Glob.- und Fib.-N im 
Eiw.-N ausgerechnet und in Fig. 2 dargestellt. Wie man aus der Fig. 
ersieht, ist auf der bestrahlten Seite deutlich relative Zunahme des Globulins, 
auf der nicht bestrahlten Seite relative Zunahme des Globulins und Fibri- 
nogens zu erkennen. 

Das Albumin nahm auf beiden Seiten, der bestrahlten und der nicht 
bestrahlten, deutlich ab. Wenn auch die Fibrinogenbildung wahrschein- 
-lich auf der bestrahlten Seite sofort nach der Bestrahlung erhéht ist und 
sich das Fibrinogen in Globulin umwandelt und so eine deutliche Zunahme 
des Globulins zustande kommt, scheint doch die Fibrinogenbildung spater 
eingestellt zu. werden und eine relative Zunahme des Globulins zuriick- 
zubleiben. Auf der nicht bestrahlten Seite aber scheint die Fibrinogen- 
bildung nicht vollkommen eingestellt zu werden und sich das Fibrinogen 
teilweise in Globulih umzuwandeln. Dass im Plasma, wie Fig. 2 zeigt, 
die Globulinabnahme relativ geringfiigig, die Fibrinogenzunahme dagegen 
erheblich ist, wird wahrscheinlich auf den Veranderungen der Eiweiss- 
fraktionen im Knochenmark beruhen. Jedenfalls wird auch klinisch be- 
achtenswiirdig sein, dass durch kraftige Réntgenbestrahlung des Knochen- 
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marks ausser einer massigen Zunahme von R-N und Fibrinogen Abnahme 
aller anderen Fraktionen des Bluteiweisses herbeigefiihrt wird. 


Schluss. 


Bei gesunden Kaninchen wurde am Oberschenkel einer Seite Réntgen- 
bestrahlung des Femurs von grosser Dosis durchgefiihrt, mit folgenden 
Resultaten: 

1. Im Plasma nahm der Gesamt-N (G-N) ab, der Rest-N (R-N) zu 
und der Eiweiss-N (Eiw.-N) erheblich ab. Albumin und Globulin nahmen 
absolut und relativ ab, das Fibrinogen allein nahm zu. 

2. In dem mit Réntgenstrahlen behandelten Knochenmark nahmen 
der R-N und G-N, folglich der Eiw.-N ab. Das Albumin zeigte absolute 
und relative Abnahme, das Globulin absolute Abnahme und relative Zu- 
nahme, das Fibrinogen nahmen absolut erheblich ab, aber relativ blieb 
unverandert. 

3. In dem Knochenmark der anderen, nicht mit Réntgenstrahlen 
behandelten Seite zeigte der R-N keine bemerkbaren Veranderungen und 
der G-N, folglich der Eiw.-N deutliche Abnahme. Wenn auch im Eiw.-N 
der Albumin-N allein eine absolute und relative Abnahme aufwies, nahmen 
der Globulin- und Fibrinogen-N absolut ab und relativ zu. 

4. Aus dem Obengesagten kann nun wohl gefolgert werden, dass im 
mit grossen Réntgendosen behandelten Knochenmark die Bildung der 


Eiweisskérper erheblich beeintrachtigt wird und zugleich Eiweissspaltung 
einsetzt, so dass im Plasma Zunahme der R-N und Abnahme der Eiweiss- 
fraktionen herbeigefiihrt werden. 

Zum Schluss méchte ich Herrn Prof. F. Nakazawa fir seine freundliche 
tung meinen herzlichen Dank aussprechen. 
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Eiweissfraktionen des Knochenmarks 


Tabelle I. 


Eiweissverteilung im Blutplasma u. Knochenmark bei 
R6ntgenbestrahlung. 





Blutplasma 
Versuchs- | K6rpergewicht G-N R-N Eiw.-N 
(kg) u. 
Nr. | Geschlecht mg/dl | mg/dl mg/dl 


165 9. | 66,2 | 146,3 519,9 
179 6 + 6244 | 100,7 523,7 
165 9 680,4 | 88,2 612,2 
1,58 9 7084 | 838 624,6 
1,68 @ 640.2 | 766 563,6 





Minimum 624,4 76,6 519,9 
Maximum 708,4 | 1463 | 6246 





Durchschnitt | 6639 99,1 | 5688 


Durchschnitt d. Norm | | 405 | 8996 





Prozentische Ab-— od. | 
Zunahme__ gegeniiber 


+ 144,7 —36,8 
d. Norm 





Knochenmark 


Bestrahlte Seite Nicht bestrahlte Seite 


| 


C-N | R-N |Eiw.-N|Alb.-N Glob.-N|Fib-N_ G-N | R-N |Eiw.-N) Alb.-NIGlob.-N\Fib.-N 
| | | N 


| | | . 
mg/dl} mg/dl | mg/dl | mg/dl | mg/dl | mg/dl | mg/dl | mg/dl | mg/d! mg/dl | mg/dl mg/dl 


| 82,5 | 596,5| 1780; 360,0) 58,5, 896,0| 108,5| 787,5 | 264,5| 3345 | 16,5 
1267,0! 126,0 |1141,0 | 475,0. 501,5 | 164,5 | 1092,0 | 1345 | 957,5 | 351,5 | 312.5 | 293,5 
966,0/ 82,5 | 883,5| 233,5 | 369,0| 226,0 | 1099,0| 117,0| 982,0| 343,0| 338,5 | 300,5 
1071,0| 91,0 | 980,0| 3300 4125 | 237,5| 966,2| 117.0! 849.0 2865 | 317,0 | 245.5 


1043,0| 101,0 | 943,0 | 287,0 et 266,0 | 1132,0 | 129,0 | 1003,0 | 301,0| 393,0 | 309.0 


| 


- - eee EEE —E——EeEeEE + ee —_———_—_ 


679,0| 82,5 | 596,5 | 360,0| 58,5 | 8960! 108,5| 787,5| 264,5| 3125 | 1665 
501,5 | 237,5 |1132,0 | 134,5 | 10030 | 351,5| 393,0 | 3090 





12670 126,0 | 1141,0 
1005,0| 96,5 | 908,5 406,5 | 200,5 | 1037,0 | 121,0} 916,0| 309,5 | 339,0 | 2675 
1485,4| 675,0 | 467,2 | 343.2 


| 
| 
+1,2 | —38,3 | —54,1 | —27,4 s 22,0 


1605,0| 119,6 
= | 


1485,4 467,2 | 343,2 1605,0| 119,6 








--37,4| —19,2 —13,0 | —40,8 | —35,4 
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Fig. 1. Eiweissfraktionen im Plasma sowie Knochenmark bei Réntgenbestrahlung. 


1600- 
15 00}- 
14.00, 
1300} 
120 

wr 
1006, 


900} 


700. 











Pluiplesma 


| 1) bestnaklte Seite 


| 








a 


ochenumark 
| nicht bestrahite Seite 


H ! 

























































































ANANNAAAASSS 








CDG-N SSA-N  CEiw-N MEMBAID-N CBGIOb-N CZZAFib-N C—Wormalnerte 


Fig. 2. Prozentuale 


Verteilung des Alb.-, Glob.- und Fib.-N 


in Eiweiss-N bei Réntgenbestrahlung. 
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Experimentelle Beitrage zur Wiederherstellung 
des Bluteiweisses sowie dessen kolloid- 
osmotischen Drucks. 


Ill. Beeinflussung der Wiederherstellung des Bluteiweisses 
sowie d kolloid tischen Drucks nach 
Plasmapharesis durch Arsenikpraparat. 





Von 
\ Shoiti Mori. 
(BE i —) 


(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. Kato, 
Tohoku Universitat zu Sendai.) 
(Received for publication, January 12, 1944) 

Da der Arsenik als Hamatopoeticum auf die Knochenmarkfunktion 
und als Tonicum auf den gesamten Stoffwechsel gewissen Einfluss ausiiben, 
muss er auch mit der Wiederherstellung des Bluteiweisses und dessen kolloid- 
osmotischen Drucks (k.o.D.) nach der Ausfiihrung der Plasmapharesis in 
irgendwelchem Zusammenhang stehen. Das muss bei Anwendung von 
verschiedenen Arsenikpraparaten, dem Salvarsan an der Spitze, beriick- 
sichtigt werden. Darum wurden die vorliegenden Versuche durchgefiihrt. 

Versuchsmethode: Als Versuchstiere wurden gesunde erwach- 
sene Kaninchen von ungefahr 2 kg Kérpergewicht benutzt, und als Arsenik- 
praparat ,,Arsozon“ (Methylalsilinsaures Natrium, Takeda) angewendet. 
Dieses Mittel ist 5%ige Lésung von CH3;AsO(ONa),, und 1,0 ccm von ihm 
enthalt 0,0136 g Arsen. Nach Seo” wirkt Arsenik (Merck) auf Kaninchen 
bis 0,1 mg pro kg. Kérpergewicht giinstig, aber bei mehr als 0,5 mg 
schadlich und wirkt in grésseren Mengen als 3,0 mg tédlich. Daher wurde 
Arsozon in den vorliegenden Versuchen in kleinen, mittleren und grossen 
Dosen verwendet. Die kleine Dose enthalt 0,1 ccm Arsozon, die mittlere 
0,5 ccm und die grosse 1,0 ccm pro kg Kérpergewicht. Inoue® hat die 
Toxizitat des Arsozons gepriift; nach seiner Berechnung entspricht sie in 
den oben angegebenen Dosen der Toxizitat von 0,15, 0,75, bzw. 1,5 mg 
Arsenik (Merck). 

Den Versuchstieren wurde Arsenik in den angegebenen Dosen un- 
mittelbar vor der Ausfiihrung der Plasmapharesis sowie nach derselben 6 
Tage lang taglich morgens eine Stunde vor der Blutentnahme subkutan in- 
jiziert. Nach der gleichen Versuchsanordnung und-methode wie in der 
1. Mitteilung® wurden das Hamoglobin (Hgb.), das Serumeiweiss und sein 
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kolloid-osmotischer Druck (k.o.D.) bestimmt. 

Da in der vorliegenden Versuchsreihe ebenso wie in der 2. Mitteilung 
als Fliissigkeit, in der man .zu reinfundierende Erythrozyten suspendierte, 
immer die Normosallésung gebraucht wurde, wurden die Ergebnisse der 
Normosalversuche in der 1. Mitteilung* als Kontrollwerte zum Vergleich 
herangezogen. 

1. Kleine Menge (0,1 ccm pro kg Kérpergewicht Arsozon) 

5 Versuche wurden ausgefiihrt. Die durchschnittliche prozentuale 
Ab- und Zunahme sind in Fig. 1 kurvenmassig wiedergegeben. 

Das Hgb. nimmt allmahlich ab, die prozentuale Abnahme weicht mit 
6,7-9,7 (durchschnittlich 8,7) nicht weit von den Kontrollergebnissen ab. 
Das Serumeiweiss verhAlt sich in samtlichen Versuchen im Ablauf von 72 
Std. nach Plasmapharesis beinahe gleich wie in den Kontrollversuchen, und 
zwar iibersteigt es nach 24—72 Std. seine Anfangswerte, um dann nach 96- 
144 Std. iibernormal zuzunehmen. Die durchschnittliche prozentuale Zu- 
nahme betragt nach 96, 120 und 144 Std. 8,7, 7,7 bzw. 6,3, also etwas grésser 
als in den Kontrollversuchen, bei denen sie 6,5, 4,2 bzw. 2,2 betragt. 

Die Wiederherstellung des k.o.D. geht von Anfang an ein wenig ver- 
zégert vonstatten, die prozentuale Abnahme betragt 3, 6, 24 und 48 St. 
nach Plasmapharesis 30,5-37,7 (durchschnittlich 33,6), 26,6—35,8 (durch- 
schnittlich 31,1), 19,1-24,1 (durchschnittlich 22,3) bzw. 12,1-16,1 (durch- 
schnittlich 14,4), wahrend sie in den Kontrollversuchen 29,2—33,9 (dur- 
chschnittlich 32,9), 26,5—30,1 (durchschnittlich 28,8), 17,6-21,1 (durchsch- 
nichttlich 19,2) bzw. 10,4-15,3 (durchschnittlich 12,7) betragt. Was die 
Wiederherstellung im weiteren Verlauf betrifft, nimmt der k.o.D. nach 72 
Std. um 4,8-8,3% (durchschnittlich 6,7°%) ab, wahrend er in den Kontroll- 
versuchen zu diesem Zeitpunkt nahe an den Anfangswert herantritt, in 
einem Versuche sogar das friihere Niveau iiberschreitet und seine prozen- 
tuale Abnahme durchschnittlich 2,7 betragt. Er nahert sich dann erst 
nach 96 Std. dem Anfangswert und erreicht ihn nach 120-144 Std. Die 
Wiederherstellung des k.o.D. ist also von Anfang an etwas verzégert. Folg- 
lich ist auch die des kolloid-osmotischen Drucks fiir 1% Eiweiss (Druck pro 
%) immer etwas verzégert. 

Kurz, man kann sagen, dass bei Anwendung von Arsenik in kleinen 
Dosen das Serumeiweiss sich im Ablauf von 72 Std. nach der Ausfiihrung 
der Plasmapharesis nicht weit anders als in den Kontrollversuchen verhalt, 
aber im weiteren Verlauf starker als in den letzteren zunimmt und dass 
sich die Wiederherstellung des k.o.D. und des Drucks pro % von Anfang 
an etwas verzoégert. 

Das Kérpergewicht nimmt leichtgradig zu. 


2. Mittlere Menge (0,5ccm pro kg Kérpergewicht Arsozon). 
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Die durchschnittliche prozentuale Ab- und Zunahme der 5 Versuche 
sind in Fig. 2 kurvenmassig dargestellt. 

Das Hgb. nimmt allmahlich, insbesondere nach 72 Std. und spater er- 
heblich ab, nach 144 Std. ist die prozentuale Abnahme mit 14,5-18,1 
(durchschnittlich 16,1) etwas grésser als die von 9,4 im Durchschnitt in den 
Kontrollversuchen. Das Serumeiweiss stellt sich von Anfang an verzégert 
wieder her und erreicht nur in Versuch 2 den Anfangswert, in den iibrigen 
Versuchen nicht. Aber in allen Versuchen neigt das Serumeiweiss im 
Ablauf von 72 Stunden nach Plasmapharesis, wenn auch langsam, so doch 
zu steigen, um spater| wieder zu sinken. 

Die Wiederherstellung des k.o.D. ist ebenfalls von Anfang an-verzégert, 
und wenn er sich auch ganz langsam wieder herstellt, erreicht er doch den 
Anfangswert nicht und neigt am Versuchsende, wieder zu sinken. Der 
Druck pro % verhalt sich im ganzen genommen 4hnlich wie in den Nor- 
mosalversuchen. 

Kurz, bei Darreichung von Arsenik in mittleren Dosen geht die Wieder- 
herstellung des Serumeiweisses in samtlichen Versuchen von Anfang an 
verzégert vonstatten, und zwar erreicht das Serumeiweiss nur in einem von 
5 Versuchen den Anfangswert. Wenn es auch im Ablauf von 72 Std. nach 
Plasmapharesis neigt, langsam zu steigen, setzt es sich doch spater herab. 
Der k.o.D. stellt sich ebenfalls erheblich verzégert wieder her und erreicht 
in allen Versuchen nicht den Anfangswert; er steigt ganz langsam, um am 
Versuchsende wieder zu sinken. Das Kérpergewicht nimmt deutlich ab. 

3. Grosse Menge (1,0 ccm pro kg Kérpergewicht Arsozon) 

5 Versuche wurden ausgefiihrt. Die durchschnittliche prozentuale 
Ab- und Zunahme sind in Fig. 3 in Kurven wiedergegeben. 

Das Hgb. nimmt rasch ab und zeigt nach 144 Std. eine hochgradige 
prozentuale Abnahme von 24,9-30,7 (durchschnittlich 25,0) ,welche im 
Verglich mit den Kontrollergebnissen dusserst stark ist. Das Serumeiweiss 
nimmt ebenfalls von Anfang an zu erheblich hohen Satzen ab, die durch- 
schnittliche prozentuale Abnahme betragt 3, 6 und 24 Std. nach Plasma- 
pharesis 34,6, 32,7 bzw. 19,2, also sehr deutlich im Vergleich mit den Kon- 
trollwerten von 27,1, 20,8 bzw. 19,2. Was die Wiederherstellung im weiter- 
en Verlauf anbelangt, neigt das Serumeiweiss wohl bis nach 48 Std. zum 
schwachen Ansteigen, bleibt doch noch sehr entfernt von dem Anfangswert. 
Dann vermindert es sich wieder und zeigt nach 144 Std. eine hochgradige 
prozentuale Abnahme von 9,8-—23,3 (durchschnittlich 17,6). 

Die Wiederherstellung des k.o.D. ist ebenfalls von Anfang an verzégert; 
wenn auch der k.o.D. im Ablauf von 72 Std. nach Plasmapharesis zum 
Anstieg zu Neigen scheint, setzt er sich spater mit der Abnahme des Eiweiss- 
es herab. Nach 144 Std. zeigt er eine extreme Verminderung von 20,9- 
32,6% (durchschnittlich 26,9%). Der Druck pro % nimmt bis nach 72 
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Stunden nach Plasmapharesis in geringerem Masse ab; die durchschnitt- 
liche prozentuale Abnahme betragt nach 3, 6, 24, 48 und 72 Std. 6,7, 6,9, 
10,0, 9,5 bzw. 5,2, in den Kontrollversuchen 7,5, 10,1, 17,1, 13,6 bzw. 8,3. 
Nach 96 Std. und spater aber verzégert sich seine Wiederherstellung, die 
durchschnittliche prozentuale Abnahme betragt nach 96, 120 und 144 Std, 
8,0, 10,2 bzw. 11,3, also deutliche Herabsetzung gegeniiber den Kontroll- 
werten von 6,6, 3,1 bzw. 2,4. 

Kurz, wenn man Kaninchen Arsenik in grossen Dosen gibt, so stellt 
sich das Serumeiweiss nach der Ausfiihrung der Plasmapharesis von Anfang 
an verzégert wieder her und neigt im Ablauf von 48 Std. etwas anzusteigen, 
um danach doch erheblich abzusinken. Der k.o.D. zeigt ebenfalls von 
Anfang an extreme Abnahme und mit ganz langsamem Anstieg fast keine 
nennenswerte Wiederherstellung. Er setzt sich tief unter den Anfangswert 
herab, um nach 96 Std. und spater noch weiter zu fallen. Der Druck pro 
% weist im Ablauf von 72 Std. nach Plasmapharesis gegeniiber der Kon- 
trolle etwas leichtergradige Abnahme auf, um spater doch erheblich ab- 
zusinken. 

Das Kérpergewicht vermindert sich erheblich. 


Zusammenfassung. ° 


Der Einfluss dauernder Darreichung von Arsenik (Arsozon) in kleinen 
mittleren und grossen Dosen auf die Wiederherstellung des Bluteiweisses und 
dessen k.o.D. sowie das Hgb. und das Kérpergewicht nach Ausfiihrung der 
Plasmapharesis wurde an Kaninchen untersucht und mit den Ergebnissen 
der Kontrollversuche verglichen. Was folgende Resultate ergab: 

1. Wenn man den Versuchstieren Arsenik in kleinen Dosen (0,1 ccm 
Arsozon pro kg Kérpergewicht) 7 Tage lang taglich einmal subkutan ver- 
abreicht, so weist das Hgb. keine bemerkennswerten Veranderungen, das 
Kérpergewicht aber leichtgradige Zunahme auf. Die Wiederherstellung 
des Serumeiweisses verhalt sich im Ablauf von 72 Std. nach der Ausfiihrung 
der Plasmapharesis fast gleich wie in den Kontrollversuchen, im weiteren 
Verlauf bis nach 144. Std. iibersteigt das Serumeiweiss den Anfangswert 
und nimmt iibernormal zu, der Grade der Zunahme ist gegeniiber der Kon- 
trolle etwas starker. Der k.o.D. und der Druck pro % stellen sich von 
Anfang an etwas verzégert wieder her. 

2. Bei mittleren Dosen (0,5 ccm Arsozon pro kg Kérpergewicht) ver- 
mindern sich das Hgb. und das Kérpergewicht im Vergleich mit der Kon- 
trolle etwas starker. Das Serumeiweiss stellt sich von Anfang an deutlich 
verzogert wieder her und erreicht kaum seinen Anfangswert. Wenn es 
auch im Ablauf von 72 Std. nach Plasmapharesis die Tendenz zum 
langsamen Anstieg zeigt, setzt es sich doch danach wieder herab. Der 
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k.o.D. steigt ebenfalls erheblich verzégert und sehr langsam, um jedoch am 
Versuchsende wieder abzusinken. Der Druck pro % verhalt sich im 
ganzen genommen nicht weit anders als in den Kontrollversuchen. 

3. Bei grossen Dosen (1,0 ccm Arsozon pro kg Kérpergewicht) nehmen 
das Hgb. und das K6érpergewicht noch starker ab. Das Serumeiweiss stellt 
sich bei weitem starker verzégert als bei mittleren Dosen wieder her. Wenn 
es auch im Ablauf von 48 Std. nach Plasmapharesis zum Anstieg neigt, 
setzt es sich im weiteren Verlauf erheblich herab. Der k.o.D. neigt bis 
nach 72 Std. nach Plasmapharesis, sich etwas wieder herzustellen, erniedrigt 
sich aber danach mit dem Zeitablauf allmahlich, und zwar ist der Grad der 
Erniedrigung etwas starker als die des Eiweisses. Der Druck fro % weist 
im Ablauf von 72 Std. nach Plasmapharesis gegeniiber der Kontrolle etwas 
leichtergradige Erniedrigung auf, setzt sich aber nach 96 Std. und spater 
allmahlich weiter herab, ohne die Neigung zur Wiederherstellung zu zeigen. 

Dass das Hgb. bei kleinen Dosen ahnliche Veranderungen wie in den 
Kontrollversuchen aufweist, kann man wohl so deuten, dass die Arsenik- 
wirkung, wenn auch die Erythropoese infolge Verabreichung von Arsenik 
in so kleinen Mengen geférdert wird, in einem solch kurzen Zeitablauf nicht 
deutlich zutage kommt. Wenigstens ist es aber klar, dass die Erythropoese 
dabei nicht geschadigt wird. Wenn sich das Hgb. jedoch umso mehr ver- 
ringert, je mehr Arsenik wie in den folgenden 2 Versuchsreihen verabreicht 
wird, so muss man annehmen, dass die Erythropoese infolge Arsenikdar- 
reichung gehemmt wird. Das stimmt mit der Ansicht von Stierlin®, 
Stockmann u. Grieg, Stockmann.u. Charters”, Kaznel- 
son” u.a. iiberein. 

Das Serumeiweiss weist bei kleinen Dosen wohl etwas gréssere Zunahme 
als in den Kontrollversuchen auf, aber die Wiederherstellung des k.o.D. und 
des Drucks pro % geht ein wenig schlecht vor sich. Diese Tatsache deutet 
wahrscheinlich darauf, dass, wenn auch das Knochenmark, die Leber usw. 
durch kleine Menge Arsenik gereizt werden und die Mobilisation des 
Eiweisses aus diesen Organen mehr oder weniger geférdert wird, mobili- 
sierte Eijweissteilchen im Vergleich mit der Kontrolle gréber sind. 

Wenn sich das Eiweiss und dessen k.o.D. bei mittleren Dosen gleich- 
massig schlecht wieder herstellen, kann es als schadliche Wirkung des Ar- 
seniks auf bluteiweissregulierende Organe angesehen werden. Masel]? 
hat nachgewiesen, dass die Atmung der Leber, der Niere und der Muskeln 
infolge Verabreichugn von Arsenik in grossen Mengen erheblich gehemmt 
wird; ferner konnten Kon”, Tsubouti®, Seo” u.a. feststellen, dass 
durch wiederholte Darreichung von grossen Mengen Arsenik deutliche 
Nekrose der Leber herbeigefiihrt wird und auch das Knochenmark, die 
Milz, das Pankreas usw. histologisch nachweisbare Veranderungen er- 
fahren. Auch die Veranderungen des Eiweisses bei Verabreichung von 
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Arsenik in grossen Dosen werden sich dadurch erklaren. Beriicksichtigt 
man den Verlauf des Drucks pro %, kann man annehmen, dass bei Dar- 
reichung von Arsenik in grossen Mengen, wenn auch im Anfangsstadium 
relativ kleine Eiweissteilchen mobilisiert werden, im spateren Stadium die 
Stérung der Eiweissregulierung starker wird und nur grobe, unreife Eiweiss- 
teilchen, und zwar mangelhaft mobilisiert werden. Dieser Sachverhalt lasst 
sich auch daraus begreifen, dass das Kérpergewicht umso erheblicher ab- 
nimmt, je gréssere Menge Arsenik verabreicht wird, wahrend es bei kleinen 
Mengen Arsenik zunimmt. 

Die obenerwahnten Versuchsresultate deuten namlich an, dass das 
Bluteiweiss und dessen k.o.D. bei Anwendung von Arsenik in mehr als 
mittleren Mengen schadlichen Einfluss erleiden kénnen. 
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Fig. 1. Veranderungen des Hamoglobins, des Serumeiweisses, des kolloid-osmotischen 
Drucks und des Drucks pro % des Blutes nach Plasmaphiresis. Versuch mit kleiner Menge 
Arsenik. (Durchschnittswerte in %) Fig. 2. Veranderungen des Haimoglobins, des Se- 
rumeiweisses, des kolloid-osmotischen Drucks und des Drucks pro % des Blutes nach Plasma- 
pharesis. Versuch mit mittlerer Menge Arsenik. (Durchschnittswerte in %) Fig. 3. Ver- 
anderungen des Hamoglobins, des Serumeiweisses, des kolloid-osmotischen Drucks und des 
Drucks pro % des Blutes nach Plasmapharesis. Versuch mit grosser Menge Arsenik. (Durch 


schnittswerte in %) 
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CARDIOTACHOGRAPH. 
A New Type of Instrument for Automatic 
Recording of the Variation in Pulse 
Frequency as Ordinate. 


By 


Kojiro Matsuda. 
(iH Xk BH) 
(From the Laboratory of Applied Physiology, Tohoku 
University, Sendai.) 
(Received for publication, June 22, 1948) 

The wiring diagram is shown in Fig. 1. Electric discharge is brought 
about in a thyratron valve (TY 65G) by the amplified heart action poten- 
tial, viz. the deflection R in ECG. Because of the condensor put parallel 
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Fig. 1. Wiring dia- 
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i. Jo 6 graph. A, and As are 
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with the plate circuit, the electric resistance (r) of which is made fairly 
high, the potential drop along this resistance at the moment of each heart 
beat stands in an exponential relation to the preceding pulse interval. 
This potential is again amplified and recorded by an oscillograph. More 
simply, the direct recording of the discharge current at g in Fig. 1 will 
do also. Fig. 2 represents a sample of such records. 
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_Fig. 2. Cardiotachogram. Effect of change in posture on pulse. Upper, 
signal and time mark in two-second intervals. Middle, stethogram (inspiration 
upward). Lower, cardiotachogram; on left, scale of pulse interval in second. 
Healthy man standing, squat at a and stood up again at 6. 
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Experimentelle Beitrage zur Wiederherstellung 
des Bluteiweisses sowie dessen kolloid- 
osmotischen Drucks. 


IV. Beeinflussung der Wiederherstellung des Bluteiweisses sowie dessen 
kolloid-osmotischen Drucks nach Plasmapharesis durch 
Vitamin B, und C. 


Von 


Shoiti Mori. 
(‘® EE —) 
(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. Kato, 
Tohoku Universitat zu Sendai.) 


(Received for publication, January 12, 1944) 


Der Einfluss des Vitamins B, auf den Eiweissumsatz ist noch nicht 
hinreichend geklart. 

Was den Eiweissumsatz bei B,-Mangel betrifft, haben Scheube”, Dur- 
ham”, Teruuti u. Saeki®, Sasa‘, Bickel u. Kauffmann u.a. aus 
Untersuchung des Eiweissstoffwechsels im K6rper mittelst Urinanalyse, Arima® 
Okada”, Ozawa*® u.a. aus Bestimmungen von Rest-N des Blutes, Furutake 
u. Sugiyama”, Sugita™ u.a. aus Messungen der Serumjodsaurezahl gesch- 
lossen, dass bei B-Avitaminose der Eiweissumsatz, wenn auch eine mangelhafte 
Spaltung des Eiweisses infolge Herabsetzung des Oxydationsprozesses im K6rper 
herbeigefiihrt wird, keine erheblichen St6érungen zu erleiden scheint, wahrend 
der Kohlehydratumsatz dabei wesentliche Veranderungen erfahrt. Anderer- 
seits haben einige Autoren den Einfluss des Vitamins B, auf die Leber, die in dem 
Eiweissumsatz eine bedeutende Rolle spielt, verfolgt. Dabei haben Mima!” 
und Enno! Zunahme des Glykogens beobachtet, und Wakakuri!® hat nach- 
gewiesen, dass eine grosse Menge B-Komplex die Funktionen der Leber unab- 
hangig davon, ob die letztere normal oder geschadigt ist, erheblich fordert, na- 
mentlich bei geschadigter Leber besonders deutlich. 

Wenn das Vitamin B; wie obige literarische Angaben mitteilen, die 
Leberfunktionen steigert, miisste es auch auf den Eiweissaustausch giinstigen 


Einfluss ausiiben. 

Der Einfluss des Vitamiris C auf das Bluteiweiss wurde bisher aus- 
schliesslich aus dem Standpunkt untersucht, in dem man verfolgte, wie 
der Mechanismus seiner blutstillenden Wirkung zu erklaren ist. 


Borger u. Schréder™ verabreichten je 100mg Cebion (Merck) 3 
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Tage lang intravenés und beobachteten dabei Zunahme des Albumins im Blute. 
Borger und Schréder™, Bérger u. Martin’ wendeten dasselbe Mittel 
bei der Purpura an und nahmen ebenfalls Zunahme des Albumins wahr. Auch 
Schneider u. Widmann” haben leichte Zunahme des Albumins und leichte 
Abnahme des Globulins im Blutserum festgestellt. Dagegen behaupteten 
Armentano, Bentsath u. Koranyi'®, dass dabei nicht gerade Zunahme 
des Albumins auftritt. Nach Werner! erfahrt das Gesamt-Eiweiss des Blutes 
keine erheblichen Veranderungen, wohl aber nimmt das Globulin zu und der 
Rest-N ab. Hochwald™ hat von Abnahme des Albumins und von Zunahme 
des Globulins, Cotti u. Laryza?” von Zunahme des Fibrinogens gesprochen. 
In der letzten Zeit hat Kobayashi festgestellt, dass infolge Darreichung von 
grossen Mengen Vitamin C im Blutserum das Albumin ab- und das Globulin 
relativ zunimmt, und behauptet, das rithre davon her, dass infolge Verabrei- 
chung von grossen Mengen Vitamin C das Retikuloendotherialsystem blockiert 
wird. Wenn auch die Meinungen der Autoren, wie oben erwahnt, iiber die 
Wirkung des Vitamins C noch aus einander gehen, ist es doch seit Kraitmair®’ 
allgemein anerkannt, dass das Vitamin C ebenfalls die Leberfunktionen steigert. 


Obgleich die Vitamin B,; und C klinisch am haufigsten angewendet 
werden, ist ihr Einfluss auf das Bluteiweiss, wie oben geschildert, noch nicht 
hinreichend geklart. Darum habe ich die vorliegenden Versuche durchge- 
fihrt, um den Einfluss der Vitamine B; und C auf die Wiederherstellung 
des Bluteiweisses und dessen kolloid-osmotischen Drucks (k.o.D.) nach der 
Ausfiihrung der Plasmapharesis klar zu machen. 

Versuchsmethode: Zum Versuche dienten gesunde erwachsene 
Kaninchen von umgefahr 2 kg Kérpergewicht. Als,Vitamin B; wurde 
Metabolin (Takeda), als Vitamine C Vitacimin (Takeda) benutzt. 1,0 
ccm Metabolin enthalt 5 mg Vitamin B,, 2,0 ccm Vitacimin 100 mg 1- 
Ascorbinsaure. Pro kg. Kérpergewicht wurden 1 mg Vitamin B,; (0,2 ccm 
Metabolin) bzw. 10 mg Vitamin C (0,2 ccm Vitacimin) den Versuchstieren 
unmittelbar von der Ausfiihrung der Plasmapharesis, sowie nach derselben 
6 Tage lang taglich morgens eine Std. vor der Blutentnahme subkutan dar- 
gereicht. Nach derselben Versuchsanordnung und -methode wie in der 
1. Mitteilung™”’ wurden das Hamoglobin (Hgb.) das Serumeiweiss und sein 
k.o.D. bestimmt. 

Da in der vorliegenden Versuchsreihe ebenso wie in den vorhergehen- 
den Mitteilungen als Fliissigkeit, in der man zu reinfundierende Erythrozy- 
ten suspendierte, immer die Normosallésung gebraucht wurde, wurden die 
Resultate der Normosalversuche in der 1. Mitteilung*’ zum Vergleich 
herangezogen. 


1. Vitamin B. 


5 Versuche wurden angestellt. Die durchschnittliche prozentuale 
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Ab- und Zunahme sind in Fig. 1. kurvenmAssig wiedergegeben. 

Die Veranderung des Hgb.-gehaltes verhalt sich annahernd gleich wie 
in den Kontrollversuchen. Die Wiederherstellung des Serumeiweisses wird 
anscheinend von Anfang an geférdert, denn die durchschnittliche prozen- 
tuale Abnahme betragt 3,6 und 24 Stunden nach Plasmapharesis 23,9, 18,2 
bzw. 0,9, also etwas geringer als die der Kontrollversuche, die 27,1, 20,8 
bzw. 2,3 betragt. Dann iibersteigt das Serumeiweiss in allen Versuchen 48 
Std. nach Plasmapharesis seine Anfangswerte, um weiter ibernormal zu- 
zunehmen und am Versuchsende ahnlich wie in den Kontrollversuchen zum 
Riickfall auf das friihere Niveau zu neigen. Aus dem Vergleich mit der 
Kontrolle geht aber einleuchtend hervor, dass die Zunahme des Serumei- 
weisses gegeniiber der Kontrolle grésser ist, weil seine durchschnittliche pro- 
zentuale Zunahme 72, 96, 120 und 144 Std. nach Plasmaphiaresis 7,0, 9,5, 
6,6% bzw. 4,1 betragt, wahrend sie sich in den Kontrollversuchen zu den 
entsprechenden Zeitpunkten auf 6,1, 6,5, 4,2 bzw. 2,2 belauft. Dass die 
Wiederherstellung des k.o.D. ebenfalls von Anfang an geférdert wird, ist 
aus Fig. 1 klar ersichtlich; auch die des kolloid-osmotischen Drucks fiir 1% 
Eiweiss (Drucks pro %) wird leichtgradig geférdert. 

Das Kérpergewicht nimmt etwas mehr zu als bei den Kontrollver- 
suchen. 

Kurz, wenn man den Kaninchen Vitamin B; darreicht, so sieht man, 
dass die Wiederherstellung des Serumeiweisses und seines k.o.D. von Anfang 
an etwas deutlich geférdert und auch die des Drucks pro % ein wenig be- 
schleunigt wird. 


2. Vitamin C. 


Da das Serumeiweiss und sein k.o.D. in der Wiederherstellung bei 
allen 5 Versuchen die annahernd gleichen Tendenzen zeigen, sind ihre pro- 
zentuale Ab- und Zunahme im Durchschnitt bei Fig. 2 in Kurven darge- 
stellt. 

Das Hgb. nimmt allmahlich ab, der Grad der Abnahme ist fast gleich 
wie der in den Kontrollversuchen. Die Wiederherstellung des Serumei- 
weisses geht im ganzen genommen 4hnlich wie in den Kontrollversuchen 
vonstatten. Die Wiederherstellung des k.o.D. wird deutlich geférdert; 3,6 
und 24 Std. nach Plasmapharesis betragt seine prozentuale Abnahme 27,1-— 
31,2 (durchschnittlich 29,3), 21,4-27,4 (durchschnittlich 24,9) bzw. 8,9- 
15,2 (durchschnittlich 12,6), bei den Kontrollversuchen aber 29,2-33,9 
(durchschnittlich 32,9), 26,5-30,1 (durchschnittlich 28,8) bzw. 17,6-21,1 
(durchschnittlich 19,2). Man kénnte also sagen, dass die Wiederherstellung 
des k.o.D. schon von Anfang an etwas deutlich geférdert wird. Was seine 
Wiederherstellung im weiteren Verlauf anbelangt, erreicht der k.o.D. in 
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den Kontrollversuchen erst nach Ablauf von 72-96 Stunden seinen An- 
fangswert, um dann meistens um denselben herum zu schwanken; da die 
Zunahme des k.o.D. in Vergleich mit der des Eiweisses immer kleiner ist, 
erniedrigt sich der Druck pro % immer unter den Anfangswert. Bei Dar- 
reichung von Vitamin C aber steigt der k.o.D. rasch, tritt schon 48 Std. nach 
Plasmapharesis nahe an den Anfangswert heran und steigt nach 72 Std. 
ausnahmslos mit sprunghafter Zunahme weit iiber den Anfangswert hinaus. 
Nach 96 Stunden zeigt der k.o.D. in samtlichen Versuchen gréssere pro- 
zentuale Zunahme als das Eiweiss, um im weiteren Verlauf ebenfalls gleiches 
VerhAltnis mit dem Eiweiss erhaltend hohe Werte zu zeigen und nach 144 
Std. nur geringfiigig zu sinken. Mithin ist auch die Abnahme des Drucks 
pro % selbstverstandlich von Anfang an gegeniiber der Kontrolle geringer, 
und zwar erreicht der Druck pro % schon nach Ablauf von 72-96 Std. 
den Anfangswert und zeigt die Tendenz, wenn auch langsam, so doch immer 
weiter zuzunehmen. Das Kérpergewicht nimmt im Vergleich mit der Kon- 
trolle etwas mehr zu. 

Kurz, bei Anwendung von Vitamin C weicht die Wiederherstellung 
des Serumeiweisses nicht besonders von der Kontrolle ab. Die Wieder- 
herstellung des k.o.D. wird von Anfang an geférdert, er tritt schon nach 
Ablauf von 48 Std. nach Plasmapharesis nahe an den Anfangswert heran 
und geht nach 72 Std. mit sprunghafter Zunahme weit iiber ihn hinaus, um 
auch im weiteren Verlauf standig gréssere prozentuale Zunahme als die des 
Eiweisses zu zeigen und nach 144 Std. zur geringen Abnahme zu neigen. 
Der Druck pro % weist auch selbstverstandlich von Anfang an gegeniiber 
der Kontrolle geringere Abnahme auf, iiberschreitet schon nach Ablauf von 
72-96 Std. den Anfangswert und zeigt danach die Tendenz, wenn auch 
langsam, so doch immer weiter zuzunehmen. Die Wiederherstellung des 
k.o.D. geht also deutlich vor sich. 


* ZUSAMMENFASSUNG. 


An Kaninchen wurde der Einfluss der Vitamine B; und C auf die 
Wiederherstellung des Serumeiweisses und seines k.o.D. nach der Aus- 
fiihrung der Plasmapharesis untersucht und folgende Resultate erzielt: 

1. Durch dauernde Verabreichung von Vitamin B,; wird die Wieder- 
herstellung des Serumeiweisses und seines k.o.D. geférdert. 

2. Bei Vitamin -C Darreichung geht die Wiederherstellung des Ser- 
umeiweisses annahernd gleich wie in den Kontrollversuchen vonstatten, aber 
die des k.o.D. wird erheblich geférdert und der Druck pro % weist deutliche 
Erhéhung auf. 

Aus den obenerwahnten Ergebnissen geht einleuchtend hervor, dass 
die Vitamine B; und C auf die Wiederherstellung des Bluteiweisses und 
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seines k.o.D. giinstigen Einfluss ausiiben. 
nimmt einerseits quantitativ die Menge mobilisierten Eiweisses zu und 
werden anderseits qualitativ kleinere osmoaktive Eiweissteilchen produziert. 
Bei Anwendung von Vitamin C erfolgt die Eiweissmobilisation wohl 
quantitativ nicht anders als in den Kontrollversuchen, aber die Tiatsache, 
dass die Wiederherstellung des Druck- pro % schneller vonstatten geht, 
deutet einleuchtend darauf hin, dass die rasche und hinreichende Mobilisa- 
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tion kleiner osmoaktiver Eiweissteilchen vor sich geht. 
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Fig. 1. Veranderungen des Hamoglobins, des Serumeiweisses, des holloid-osmotischen 
Drucks und des Drucks pro % des Blutes nach Plasmaphiresis. Versuch mit Vitamin B,. 
(Durchschnittswerte in %) Fig. 2. Veranderungen des Hamoglobins, des Serumeiweiss- 
es, des kolloid-osmotischen Drucks und des Drucks pro % des Blutes nach Plasmapharesis. 
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Experimentelle Beitrage zur Wiederherstellung 
des Bluteiweisses sowie dessen kolloid- 
osmotischen Drucks. 


V. Beeinflussung der Wiederherstellung des Bluteiweisses sowie dessen 
kolloid tischen Drucks nach Plasmapharesis durch 
Reinfusion von uramischen Kaninchen entnommenen 
Erythrocyten. 


Von 
Shoiti Mori. 
@ EE =-) 
(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. Kato, 
Tohoku Universitat zu Sendai.) 





(Received for publication, Janunry 12, 1944) 

Durch die Versuche der I. Mitteilung", in welchen zur Reinfusion 
nach Plasmapharesis gesunden Kaninchen entnommene Erythrozyten ver- 
wendet wurden, konnten wir feststellt, dass unter den Fliissigkeiten wie 
Normosal-, 0,9%iger NaCl-, 4,5%iger Glucose und 6%iger Gummilésung, 
in denen man Erythrozyten suspendierte, die Normosallésung fiir die Wie- 
derherstellung des Bluteiweisses am geeignetsten ist. Es fragt sich nun: 
Wie geht die betreffende Wiederherstellung vonstatten, wenn zu reinfundie- 
rende Erythrozyten pathologisch verandert sind ? Um diese Frage zu lésen, 
wurde in den vorliegenden Versuchen an gesunden Kaninchen die Plasma- 
pharesis ausgefiihrt und wurden ihnen anderen experimentell uramisch 
gemachten Spender-Kaninchen entnommene, in Normosallésung suspen- 
dierte Erythrozyten reinfundiert. Denn diese Untersuchung ist meines 
Erachtens nicht nur experimentell interessant, sondern auch klinisch nicht 
ohne Bedeutung. Es ist z.B. ein solcher Fall denkbar, in dem man 
Uramiekranken mit starker Anamie eine grosse Menge Blut durch den 
Aderlass entnimmt und ihnen entnommene Erythrozyten nach Waschung 
wieder infundiert. 

Uber die Tatsache, dass im uramischen Zustand befindlichen 
Menschen und Tieren entnommene Erythrozyten verschiedene, von der 
Norm abweichende Beschaffenheiten haben, liegen zu viele Angaben in 
der Literatur vor. Um nur einige zu nennen, haben in der hiesigen 
Klinik Kimura” und Owada*® Herabsetzung der Atmungsfunktion 
der Erythrozyten und Oisi® u.a. extreme Zunahme des Rest-N, 
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massige Zunahme des Globulins und Herabsetzung des kolloid-osmotischen 
Drucks (k.o.D.) sowie des Drucks pro 100 mg/dl Eiweiss-N in roten 
Blutkérperchen festgestellt; Holler u. Kudelka®, Hasimoto®, 
Kasuga” u.a. haben von Volumenzunahme der Erythrozyten berichtet. 
Jedenfalls ist es leicht denkbar, dass uramische Erythrozyten von der 
Norm abweichen und Stoffe enthalten, die auf den Organismus giftig 
oder ungiinstig wirken. Darum kann man nicht annehmen, dass die 
Wiederherstellung des Bluteiweisses und seines k.o.D. nach der Ausfiih- 
rung der Plasmapharesis normalerweise erfolgt. 

Versuchsmethode. Als Versuchstiere (Spender wie Empfanger) 
dienten gesunde Kaninchen von ungefahr 2 kg Kérpergewicht. Da es 
allgemein anerkannt ist, dass durch die Ureterenunterbindung erheblich 
starkere Uramie als durch die Nephrektomie herbeigefiihrt wird, wurde bei 
Kaninchen beiderseitige Ureterenunterbindung ausgefiihrt und Erythrozy- 
ten nach 48 Std. der Operation entnommenen Blutes zur Reinfusion an- 
gewendet. Sonst waren die Versuchsanordnung und -methode gleich wie 
bei den Versuchen der 1. Mitteilung.” 


Versuchsergebnisse. 


5 Versuche wurden durchgefiihrt. Die durchschnittliche prozentuale 
Ab- und Zunahme sind in Fig. 1. weidergegeben. Die in Mitteilung I» 
angegebenen, entsprechenden Daten der Normosalversuche wurden zum 
Vergleich herangezogen. 

Das Hgb. nimmt ahnlich wie in den Kontrollversuchen allmahlich ab, 
die prozentuale Abnahme betragt am Versuchsende 12,2—15,6 (durchsch- 
nittlich 13,7), d.h. etwas héhergradig als die der Kontrollversuche, die sich 
auf 8,2-12,2 (durchschnittlich 9,4) belauft. Die Wiederherstellung dés 
Serumeiweisses ist im Ablauf von 48 Std. nach Plasmapharesis etwas ver- 
zégert. Nach 3, 6, 24 und 48 Std. betragt namlich die durchschnittliche 
prozentuale Abnahme des Serumeiweisses 28,3, 22,9, 6,3 bzw. 0,2, also 
gegeniiber der Kontrolle etwas héhergradig. Im weiteren Verlauf iiber- 
schreitet das Serumeiweiss spatestens 72 Std. nach Plasmapharesis seinen 
Anfangswert und weist im allgemeinen enorme Zunahme auf, die gegeniiber 
der Kontrolle grésser ist. Nach 96 und 120 Std. betragt die durchschnitt- 
liche prozentuale Zunahme 11,8 und 9,8, in den Kontrollversuchen aber 
6,5 und 4,2. Nach 144 Std. aber fallt das Serumeiweiss gleich wie in den 
Kontrollversuchen auf dem Anfangswert zuriick. Die Wiederherstellung 
des k.o.D. ist von Anfang an verzégert. Erst 90Std. nach Plasmapharesis 
nahert sich der k.o.D. seinem Anfangswert und gelangt ausser in den Ver- 
suchen 3 und 4, in denen er zum friiheren Niveau zuriickkehrt nicht zu 
demselben. Mithin ist die Wiederherstellung des kolloid-osmotischen 
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Dtucks fiir 1% Eiweiss (Drucks pro %) ebenfalls von Anfang an verzégert, 
namentlich im letzten halben Stadium, in dem das Eiweiss erheblich zu- 
nimmt und die Wiederherstellung des k.o.D. mit ihm nicht gleichen Schritt 
halten kann, verzégert sie sich deutlich. 

Kurz, wenn man zur Plasmapharesis anstatt gesunder Erythrozyten 
uramische Erythrozyten anwendet, so ist die Wiederherstellung des Serum- 
eiweisses wohl im Ablauf von 48 Std. nach erfolgter Plasmaph4resis etwas 
verzogert, aber im weiteren Verlauf, insbesondere nach 96-120 Std. weist 
das Serumeiweiss im allgemeinen enorme Zunahme auf, welche im Ver- 
gleich mit der Kontrolle sogar héhergradig ist; nach 144 Std. aber setzt es 
sich herab. Die Wiederherstellung des k.o.D. ist von Anfang an schlecht. 
Auch der Druck pro % sinkt von Anfang an etwas starker und zeigt be- 
sonders im letzten halben Stadium deutliche Verzégerung an der Wieder- 

- herstellung. 

Wenn man also uramische Erythrozyten reinfundiert, so werden die 
bluteiweissregulierenden Organe wahrscheinlich durch darin enthaltene, 
giftige Substanzen gereizt und grossmolekulare, weniger osmoaktive Eiweiss- 
teilchen mobilisiert, wenn auch quantitativ die Eiweissmobilisation leb- 
hafter wird. Dass eine solche qualitative Veranderung des Bluteiweisses 
klinisch oft bei chronischer Glomerulonephritis und Uramie beobachtet 
wird, ist sehr interessant. Die gréssere Verminderung des Hgb. weist 
darauf hin, dass uramische Erythrozyten die Eigenschaft haben, Anamie 
hervorzurufen. 

Schluss. 

Wenn man bei der Plasmapharesis gesunden Empfanger-Kaninchen 
uramisch gemachten Spender-Kaninchen entnommene Erythrozyten rein- 
fundiert, so ist die Verringerung des Hgb. etwas gross und die Wiederher- 
stellung des Eiweisses schlecht, weil sich der k.o.D. und der Druck pro % 
qualitativ gegeniiber der Norm tiefer erniedrigen, wenn auch der Eiweiss- 
gehalt quantitativ iiber die Norm hinausgeht. 

Zum Schluss méchte ich Herrn Prof. F. Nakazawa fiir seine freundliche 
Leitung meinen herzlichen Dank aussprechen. 
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Studies on the Detoxicating Hormone of 
the Liver (Yakriton). 


101st Report. 


Detoxication of Cobra Venom by Yakriton; Preliminary 
Report concerning Blood Chlorin and Prognosis. 


By 
Ikuyo Sakuraoka. 
(2 Ml # f€) 


(From the Department of Pediatrics, Faculty of 
Medicine, the Tohoku Imperial University, 
Sendai. Director: Prof. A. Sato.) . 
(Received for publication, September 13, 1941) 

Cobra venom is, as is well known, a very fatal poison, so fatal to human 
that the mortality in the case of the bite by a Formosan cobra is according 
to Yamaguchi” 15.5% and according to Miyamoto” 12.9%. The 
local treatment for such a snake bite is an immediate firm ligature, then a 
rapid excision of the whole wound area, followed by the treatment with a 
strong solution of potassium permanganate. On the other hand the 
treatment of the patient should not be overlooked. The most important 
is however the immediate use of a specific antivevene. But it is difficult to 
apply a respective specific antivevene immediately on the occasion. 
Yamaguchi is of opinion that for the neutralisation of a certain amount 
of snake venom in human body a much larger amount of the antiserum is 
necessary than just enough to neutralize in vitro that amount of the venom. 
He showed in animal experimentation that this amount of antiserum was 
about 4-fold the dose just sufficient to neutralize the venom. 

Yakriton is the detoxicating liver hormone isolated by Prof. Sato in 
1926 and detoxicates very different poisons specifically or almost specifically. 
But it was not until 1935 that the hormone was known to be able to de- 
toxicate snake venom quite specifically. Ouchi (now Professor of the 
Taihoku Imperial University) , then of the Eastern Bureau, League of nations, 
experienced at midnight a case of scorption bite in a child of 7 years, and 
used 1 R.A.U. (Rabbit-Ammonia-Units) of yakriton tentatively in the 
acutely swollen part of the bite, therein making several subcutaneous in- 
jections (the whole amount being 1 R.A.U.) in the periphery of the swelling. 
The child’s severe pain stopped abruptly and wanted to go to bed almost 
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immediately. On the next day he was quite well and the swelling subsided 
remarkably. 

On the basis of this unexpected success, Ouchi (here we heartily 
thank Prof. Ouchi for the kindness of furnishing us with the venom) then 
tried yakriton in cases of snake bite. He reported successful treatment in 
6 cases of the bite; snakes were Naja naja atra Cantor, Ancistodon blom- 
koffi Boie and Trimeresurus Gramineus Shaw. He then sent to Prof: 
Sato a sample of dessicated venom of Formosan cobra for animal expecta- 
tion. Horiuchi,® then. of this Laboratory, used rabbits for it and ob- 
tained the result that all the 7 controls succumbed to the venom and that 
4 animals out of 7 to which yakriton had been administered survived the 
poisoning. 

Later, Minagawa* resumed the animal experiment. He tried the 
venom in 18 couples of b-classed rabbits, each couple consisting of one con- 
trol and one yakriton animal. His result was 13 deaths out of 18 animals, 
while in the group with the use of yakriton there were only 2 deaths out of 
18 rabbits. He reported further the result of blood examination that in 
controls a remarkable leucopenia (resulting from a marked decrease of 
myelogenous elements and a marked lymphopenia) and a severe nuclear 
shift occurred, while in yakriton animals, he reported, a leucocytosis (re- 
sulting from a remarkable increase of myelogenous elements and a slight 
lymphopenia) and a slight shift were seen. 

Ouchi® reported later 11 further cases of snake bite treated success- 
fully with subcutaneous use of yakriton with only one exception. This 
case was one of the bite by Naja tripudionus splendens. He had been 
bitten on the face and came under medical treatment only after a lapse of 
45 minutes and died in 2 hours of the bite. When he came for treatment, he 
was already in a very grave state with a marked dyspnoea and collapse. It 
was evident that he came for treatment only too late. 

In the present paper I want to repeat Minagawa’s experiment and 
report of the effect of yakriton in the amount of 1/2 and 1/10 R.A.U. ‘upon 
rabbits poisoned with cobra venom and of the chlorine content of blood. 


Method of Experiment. 


1. Animals. Normal rabbits were put to Sato and Sakurada’s 
liver function test® (three times) (Cf. 3rd Report on Yakriton) and only 
b-classed animals were used. 

2. The amount of cobra venom and R.A.U. of yakriton. 

0.5 mgrms. of the desiccated cobra venom* were used per kilo of body 
weight. The venom dissolved in distilled water was subcutaneously in- 
jected on the back in the interscapular region. 5 minutes later yakriton 
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was subcutaneously injected in an amount of 1/2 or 1/5 R.A.U. respectively 
per kilo of body weight. 

3. The determination of blood chlorin. The determination was 
performed once before the yakriton injection, and then again 30 minutes, 
one hour and two hours later. 




















Experiment 1. 
Yakriton in the Amount of 1/2 R.A.U. 


The result in Experiment | is shown in Table 1 (Cf. Table 1). 10 
animals—5 couples of rabbits—were used. 3 animals outlived the fatal 
poisoning, and their survival was to be ascribed to the use of yakriton; 
because all the controls died without exception, while the two animals that 
succumbed in spite of the use of yakriton lived much longer than the 














controls. 
TABLE I 
Effect of yakriton upon cobra venom; yakriton was used in 
the amount of 1/2 R.A.U. per kilo of body weight. 
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It will further be seen that the prognosis or the fate was to be foretold 
from the chlorine content about one hour later than the venom injection, at 
least those with remarkably larger chlorine figures were more unfavourable 
than those with much smaller ones. Two hours later (than the injection), 
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the difference of the chlorine content became much more striking between 
the controls and the yakriton animals. 


Experiment 2. 
Yakriton in the Amount of 1/10 R.A.U. 


Almost the same thing as in the case of Experiment | will be said about 
the present experiment (Cf. Table 2). The impression is however that 
yakriton must have worked more favourably in this experiment, because 4 
yakriton animals out of 5 were saved. 1/10 R.A.U. is a much smaller 
amount than 1/2 R.A.U. It is the general rule with yakriton, however, that 
the severer the intoxication, the smaller should its amount (or its number 
of R.A.U.) be. It is thus small wonder that 1/10 R.A.U. worked more 
favourably than 1/2 R.A.U. in such a fatal poisoning as in Experiment 
1 and 2. 


Taste II 


Effect of yakriton upon cobra venom; yakriton was used in the 
amount of 1/2 R.A.U. per kilo of body weight. 












































| f 7 ’ 
| ee 4 | 8 
| | oe | { al 
| 3 & 3) E| 2 » 
| 6B | § 2 =| is Ms wb wb A 8.9 
212) 6 | & 3¢ Beeeate 88 Fy 
wets | 9 feof ESS eeclen diese sf 
eg | = £ >= PO ISPEISERSSEISSE oh 
zo} 2 | @ Ss kc PSR EOC-ESnEe aS 
alge | No. 11 | 12. 11 33.6 (y. animal)! 321 401 | 415 | 426 | Died after 47 hours 
“Xp. | 
. | No. 12 ” 25.7(c. animal) | 315 372 497 | 675 | Died after 2.50 hours 
Exp. 2 No. 13 | 14. III 35.0(y. animal) | 356 | 390 | 390 . 400 | Survived 
— 
, No. 14] 32.1 (c. animal) | 365 | 420 | 465 565 | Died after 5 hours 
Exp. 3 N15) 15. III | 25.0(y. animal) | 320 | 355 | 357 | 390 | Survived 
“xp. 
° No. 16 ” 27.7 (c. animal) | 248 | 355 | 410 | 575 | Died after 13 hours 
gn | No. 17 17. III 26.7(y. animal)! 347 | 344 | 356 | 391 | Survived 
Xp. | | ee 
P |No.18/ ” — 28.7(c. animal) | 284 | 300 | 396 | 426 | Died after 7 hours 
Exp. 5 No. 19 18, III 32.3(y. animal) 351 355 372 401 Survived 
ge No. 20 ” 31.4 (c. animal) 345 360 450 603 Died after 4.5 hours 





As to the chlorine content, it will be said from the results in both 
experiments that the figures over 500 mgrms. % mean always an absolute 
fatal prognosis, though the figures much below 400 mgrms. % will not neces- 
sarily guarantee a safe survival. 
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Remarks. 


When I started the present work, I wanted to try amounts of yakriton 
other than 1/2 or 1/10 R.A.U., but I had to interrupt the present experiment 
for other reasons to my great regret. 


Conclusions. 


Yakriton.—the detoxicating hormone of the liver—can save rabbits 
from fatal poisoning with cobra venom. Blood chlorine content increases 
remarkably in the case of the poisoning and attains remarkably high figures 
in the case of fatal poisoning. In the animals with yakriton blood chlorin 
will not go to so high figures, so that the prognosis of venom poisoning will be 
foretold from blood chlorine content. 

In the present paper experiments with poisons of other snakes were not 
performed, but the clinical experience hitherto has shown that yakriton is 
efficacious for the detoxicatiens of them. It is not without reason that 
blood chlorine figures will contribute to foretell the prognosis in respective 


cases. 
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ACIDOSIS FOLLOWING ANOXIA. 


By 


Kojiro Matsuda and Taizo Suzuki 
(AH 3 XK BB) (GK #K =) 
From the Laboratory of Applied Physiology, Tohoku 
University, Sendai.) 
(Received for publication, June 22, 1948) 

There is a general agreement in opinion that blood pH tends to be 
higher under the condition of sufficiently lowered barometric pressure, at 
least in the first stage of the anoxia. But the course in which the pH 
value will return to normal after the barometric pressure is restored to the ordinary 
level is not yet clearly known. 

Five rabbits were exposed for one hour to the low barometric pres- 
sures corresponding to the altitudes 8 km and 10 km respectively. Starting 
at the time just after the ordinary barometric pressure was resumed, plasma 
pH and CO, content of arterial blood were determined successively every 
30 minutes or so until after two to three hours. 

The results were similar in all cases. Without exception both plasma 
pH and CO, were found definitely lower soon after the restoration of normal 
barometric pressure, and returned very gradually to their initial values, 
the recovery being solwer in CQ, than in pH. A representative example 
is shown in the figure. 
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Such marked retardation of recovery in acid-base condition which 
was disturbed by anoxia was beyond our expectation and seems to throw 


some light on the explanation of various after-effects of oxygen deficiency 
or of hyperventiliation. 
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Studies on the Detoxicating Hormone of 
the Liver (Yakriton). 
102nd_ Report. 
Effect of Yakriton on the Urinary Chlorine Excretion. 


By 

be 
at Haruka Umemura. 
H (i A OH) 
ry (From the Department of Pediatrics, Faculty of Medicine, 

the Tohoku Imperial University, Sendai. 
$- Director: Prof. A. Sato.) 
ig (Received for publication, September 13, 1941) 
a The experiment was performed in order to investigate how the ex- 
y cretion of urine chlorin would be influenced by yakriton, the detoxicating 

hormone of the liver. 

, Method of Experiment. 
: 1. Class of animals. Normal healthy rabbits which were of low- 
: classed liver power were used. In other words, healthy rabbits were put 





to Sato-Sakurada’s detoxicating liver function test (Cf. 3rd Report?’ 


on Yakriton) by means of ammonium chloride injected 3 times (once a 
day) every other day, and only b-classed animals were used for the present 
work. These b-classed animals were fed on about 300 grms. of tofukara 


alone. 


2. The saline solution used. 5 or 10c.c. of 5% or 10% saline solution 


of rabbits. 


ministration of saline solution. 


experiment. 
Result of Experiment. 
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were injected subcutaneously for the purpose of increasing urine chlorin 


3. Yakriton. The emulsified preparation containing | R.A.U. (Rab- 
bit-Ammon-Units). in 1 cc. was injected subcutaneously into the back of 
rabbits; it was used always on the side of the body opposite to the ad- 


4. General schedule of the experiment. Mostly a couple of rabbits 
were used in one series of experiment. The injection of saline solution was 
performed at the same time on the yakriton animals and the controls, in 
which no yakriton was used. Ammonium chloride was used in the last 
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The result of my experiment is shown in Tables 1, 2 and 3. 

Experiment 1. The rabbits in this experiment were divided into 2 
groups—the control group (No. 7 rabbit) and the yakriton group (No.1 
and No. 3 rabbits). They were put to the experiment 3 days later after 
the liver function test. 5 c.c. of 5% saline solution were injected into the 
control animal (No. 7 rabbit) at the same time as into the yakriton group 
(No. 1 and No. 3 rabbits), while in the control animal no yakriton was 
used. As is shown in Table 1, no remarkable difference of urinary chlorine 
excretion was seen between the control group and the yakriton group’ 
Compare 15.5 mgrms. in the case without the use of yakriton and 13.4 
mgrms.- or 16.6 mgrms. in the case with the use of it. Then the injections 
as above described were repeated again. The urine chlorin of the yakriton 
animals was remarkably abundant on the day following the saline injection 
and more remarkably abundant on the next day following it than that of 
the control animal was (Cf. Table 1). 


TaBLe I 
Result of Experiment I. 


























No. of rabbits 1 3 7 
_ Body weight (in kilos) 2.25 2.56 2.04 
Date Se Ce ape eae = 
Urine ,; Amount) Chlorin Amount, Chlorin | Amount Chlorin 
Injection . c.c. mgrms. | c.c. | mgrms. c.c. mgrms. 
9.1X | 250 13.3 | 150 90 | 240 23.8 
10. » ia 250 13.3 270 86 | 370 22.3 
Before injection 
ll. # 150 8.5 170 7.8 | 240 17.0 
12. # 170 9.7 1890 | 82 140 11.9 
Yakriton l cc. | l c.c. Not used 
5% NaCl Jee. See. 5 c.c. 
(Subcutaneously) 
13, » 190 13.4 360 | 166 190 | 155 
itteh Yakriton lac I c.c. Not used 
59% NaCl Sc. 5 c.c. | 5c.c. 
(Subcutaneously) 
Perey icrer et wr =a Ee ree eee Ts 
14, ” 120 35.8 3 | 2:4 | 120 | 153 
(+1672) | (3596) | ©) 
15. 4 110 | 59.7 150 | 55.0 140 19.3 
16. 90 | 19.2 160 26.8 150 | 22.9 


* ( )=Percentage of urine chlorin increased after the injection. 
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Experiment 2, The rabbits in this experiment were divided into 2 





(No. 2 and No. 7 rabbits). 


TaBLe II 
Result of Experiment II. 


groups—the control group (No.1 and No. 3 rabbits) and the yakriton group 
They were put to the experiment later than 
one month after the liver function test above mentioned. Rabbits of the 
yakriton group were injected with 5 c.c. of 10% saline solution at the same 
time as those of the control group, while in the control animals no yakriton 

was used. As is shown in Table 2, there was no remarkable difference of 

urinary chlorine excretion between the control group and the yakriton 
group. . Compare 5.3 mgrms. (or 22.0 mgrms. on the next day) and 10.9 
mgrms. (or 11.1 mgrms. on the next day) in the case of no use of yakriton 
and 37.1 mgrms. (or 39.5 mgrms. on the next day) and 8.5 mgrms. (8.5 
mgrms. on the next day) in the case of the use of it (Cf. Table 2). 





Date 


13.7 
14.4 
15.7 
16.7 
17.4 
18.” 
19. # 
20. ” 
21.4 
22.” 





No. of rabbits 2 7 
hell és  scstspatlstectitendinalinatats 
Body weight (in kilos) 2.14 2.24 
: = fa ie | £4 
Nikos 20/56 3u/ 56 
Injection =~ | & \o6e |§°\Ge 
ome [=| ———— —E 
130 | 78 | 160 | 6.8 
140 | 7.4 172 8.5 
180 | 64 212 | 68 
100 | 4.6 100 4.3 
Yakriton 1 cc. lec 
10% NaCl 5 cc. 5c 
85 37.1 | 140 8.5 
220 39.5 | 200 | 85 
200 57.5 210 | 9.7 
130 | 374 200 9,2 
100 | 18.1 
110 17.2 | 
150 11.7 | 
190 | 7.5 | 
100 9.0 | 


23 
= fs 

3.:' 8 
2d 26 
a gE 
195 9.0 
210 8.9 
124 6.1 
235 8.3 
Not used 

5c.c. 
140 10.9 
260 11.1 
100 3.9 
180 7.0 
150 5.3 


3 

2.60 

= & 
ae 
rs) =v 

g° 16 
135 7.7 
140 5.5 
160 3.4 
100 2.1 
Not used 

5 cc. 
115 5.3 
200 22.0 
175 18.0 
140 6.0 
150 3.9 


Experiment 3. The rabbits in this experiment were divided into 2 
groups—the control group (No. 2 and No. 7 rabbits) and the yakriton group 
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(No. 1 and No. 3 rabbits). They were put to the experiment later than 5 
weeks after the liver function test. 5 c.c. of 10% saline solution were in. 
jected on the control animals at the same time as on the yakriton group, 
while in the control animals no yakriton was used. As is shown in Table 
3, there was no remarkable difference of urinary chlorine excretion between 
the control group and the yakriton group. Compare 29.8 mgrms. and 
9.9 mrgms. without the use of yakriton and 17.5 mgrms. and 15.3 mgrms. 
with the use of it. 





TasBLe III 
Result of Experiments III and IV. 
No, of rabbits 1 3 2 7 
Body weight (in kilos) 2.52 2.67 2.30 2.61 
Date ~ —{ ° —4 Fi 4 ° 
Urine § (62/5. £H/3,/£2 85 £2 
e¢ sé e¢ 26 8 $25 E $1 8k 
Injection § a Se 4 " O§ § OE < on 
24.X% 150 6.9 160 5.1 170 6.6 200 4.6 
Yakriton l ex. . kee Not used Not used 
1022 NaCl SC.c. 5 cc. 5 c.c. Sec. 

150 17.5 90 15.3 110 29.8 140 9.9 

Yakriton ice. l cc. Not used Not used 

26.X 190 88 190 114 220 640 90 6.7 
Yakriton l e.c. 1 cc. Not used Not used 

5% NaCl 10 c.c. 10 c.c. 10 c.c. 10 c.c. 

3% Ammonium chloride 26 c.c. 28 c.c. 24 c.c. 26 c.c. 
27.X 150 102.0 150 | 213.0 150.0 | 149.1 150 21.7 
(1048 ($1768 | ($133 ($22 

| %ey* %e) 26) %) 


* ( }=Percentage of increase of urine chlorin after the injection of ammonium chloride. 


Experiment 4. The rabbits in this experiment were divided as in 
Experiment 3. They were put to the experiment later than 5 weeks after 
the liver function test. All the rabbits were injected with 10 c.c. of 5% 
saline solution subcutaneously and 3% ammonium chloride intraperito- 
neally in an amount of 10 c.c. per kilogram of body weight, while in the 
control animals no yakriton was used. After the injection urine chlorin 
was identified in a much larger amount in the yekriton group than in the 
control animals. Comparey1048% and +1768%, in the case of the use 
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of yakriton and {133% and t22% in the case of no use of it. 


Comment and Summary. 


The experiment was performed in order to investigate how the ex- 
cretion of urine chlorin would be influenced by yakriton, the detoxicating 
hormone of the liver. The present experiment was performed in 4 series 
as above described. 

In Experiment 1 the urinary chlorine excretion of the yakriton animals 
was remarkably abundant on the day following the saline injection and 
more remarkably abundant on the next day following it than that of the 
control animal was (Cf. Table 1), while in Experiments 2 and 3 no significant 
influence of yakriton upon the urinary chlorine output was seen (Cf. Table 
2 and 3). But, as is shown in Experiment 4 (Cf. lower part of Table 3), 
urine chlorine was excreted in a remarkably larger amount in the yakriton 
animals than in the control animals. Compare+c.a 1050% and jca 
1770% in the case of the yakriton group and +133% and +22% in the 
control group. From Experiment 4, it is clear that the effect of yakriton 
on urinary chlorine excretion was remarkable in the yakriton group when 
ammonium chloride was injected simultaneously. Take into consideration 
that in Experiment | saline solution was injected on the 7th day after testing 
liver function with injection of ammonium chloride and that in Experiments 
2 and 3 saline injection was done later than one month after the liver test 
with ammonium chloride. In Experiment | the effect (not diuretic, but 
liver-affecting effect) of ammonium chloride remained probably to a cer- 
tain grade and in Experiments 2 and 3 the effect of it was negligible. 

From these results it will be seen that the b-classed rabbits injected 
with 5% or 10% NaCl soulution excrete about equal amounts (at least 


amounts not very different from each other) both in the case of no use of 


yakriton and in the case of use of it, but if ammonium chloride is injected, 
then the yakriton animal will excrete a remarkably larger amount of chlorin 
than the control animal. 

Remarks. In this treatise the effect of yakriton was discussed alone. 
But if the result of No. 2 rabbit in Experiment 2 and that of No.2 rabbit in 
Experiment 4 are seen, then one will notice that there is a more or less 


remarkable difference, among the same 6-classed animals, of excretion of 


urinary chlorin due to a certain unknown factor, though I shall not go into 
details here. 


Conclusions. 
The b-classed rabbits injected with 5° or 10% NaCl solution excrete 
about equal amounts of urinary chlorin both in the case of no use of yak- 
riton and in the case of use of it. But if ammonium chloride is injected, 
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then the yakriton animal will excrete a remarkably larger amount of chlorin 
than the control animal. 
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Further Report on Chlorine Content of Mothers’ 
Urine and Their Arakawa’s 
Reaction. 


182nd Report of the Peroxidase Reaction. 
(129th Human Milk Study.) 
By 
Syuiti Yosida. 
(FH FH —) 

(From the Department of Pediatrics, Faculty of Medicine, 
the Tohoku Imperial University, Sendai. 
Director: Prof. A. Sato.) 

(Received for publication, Novembér 27, 1945) 

In 1934, Nozaki » (Cf. 46th Report of the Peroxidase Reaction) for 
the first time reported that human milk negative to Arakawa’s reaction is 
a chlorine-rich milk and that Arakawa-positive* is a chlorine-poor milk, 
and concluded that the Arakawa-negative milk is a “‘ bad ”’ milk and the 
Arakawa-positive milk is a “ good” milk. 

This assertion was further confirmed by Ishii® (Cf. 87th Report of 
the Peroxidase Reaction) with a fairly large number of cases. He in- 
vestigated the relation between chlorine content of mother’s milk and 
Arakawa’s reaction according to the seasons of the year, the age of 
lactating mothers, the periods of lactation etc. 

In 1940, Umemura® found that urine of Arakawa-negative mothers 
was essentially lower in chlorine content than that of Arakawa-positive 
mothers (Cf. 136th Report of the Peroxidase Reaction). He further re- 
ported (Cf. 141st Report of same) the effect of vitamin B* administration 
and the influence of the emotion® (Cf. 137th Report ofsame) on Arakawa’s 
reaction and chlorine content of mother’s urine. His materials were not a 
few in number, but his cases covered only 6 months from October to March, 
Now I wanted to see the result for the whole year, collected 300 samples 
during 13 successive months and investigated the relation showing in the 
title of the present paper. Besides, the daily and diurnal variation, the 
seasonal variation of chlorine content in mother’s urine and their difference 
according to the age of lactating mothers were shown by way of appendix. 

Arakawa-positive may be be used in two different senses. One of these 
is: Arakawa-positive in biochemical sense. A sample of human milk is said 
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to have become Arakawa-positive, when it became blue on the addition of 
Arakawa’s reagent. There it means that the sample is not negative to 
Arakawa’s reaction. Arakawa-positive in clinical sense: A sample of 
human milk is clinically Arakawa-positive only when it shows such a reac- 
tion as + or # in one minute of the addition Arakawa’s reagent. Another 
sample of human milk may be Arakawa-positive in the first described sense 
but yet clinically negative. 

The content of the present paper is as follows: 

1. Chlorine content in morning urine of healthy adults. 

2. Chlorine content in whole day urine of healthy adults. 

3. Diurnal variation of chlorine content in healthy adults. 

4. Daily variation of chlorine content in healthy adults. 

5. Chlorine content of mother’s urine according to Arakawa’s 
reaction. 

6. Seasonal variation of chlorine content in mothers urine. 

7. Chlorine content of mother’s urine according to their age. 

8. The relation between chlorine content and specific gravity of 


mother’s urine. 


Method of Experiment. 


1. Materials. 

In the present paper 300 healthy lactating mothers were studied, who 
visited our Dispensary on account of their sick babies from October 1936 
till November 1937 and during the autumn 1941. Mothers with al- 
buminuria and pregnant mothers were excluded. Whole day urine was 
indeed desirable, but it was impossible under such circumstances to collect 
whole day urine. 

According to Umemura’s® study, lactating mothers with milk posi- 
tive to Arakawa’s reaction excrete generally a larger amount of urine 
than those with Arakawa-negative milk. 

So, if the urine chlorine content is larger in Arakawa-positive mothers 
than in Arakawa-negative ones, then the comparison of chlorine excretion 
between these two groups of lactating mothers may be easily made. Urine 
samples of the present study were those voided during 9—11 a.m. 

2. Testing of Arakawa’s reaction”. 

The course of Arakawa’s reaction of mother’s milk was followed for 
5 minutes. Lactating mothers were classed into 3 groups according to the 
intensity of Arakawa’s reaction (Table 6). 1. The Arakawa-positive 
group, 2. the group of intermediate Arakawa’s reaction and 3. the Ara- 
kawa-negative group. 

3. Method of analysis. 

I applied Rusznyak’s® micro method for blood to urine, but there 
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was no need for potassium permanganate. In most cases 0.1 c.c. of urine 
was used for the determination. 


4. Calculation. 
When 0.1 c.c. of urine was used, 3.0c.c. of 0.01 N AgNO; were generally 


sufficient. If the first drop of ammonium thio-cyanate develops rusty 
colour, 1.0 c.c. of the silver solution was added anew and the back titration 
with the thio-cyanate was resumed. 

Calculation was as follows :— 


$0-t too x 100 chlorine (grms.) in 100 c.c. of urine. 





' ae ;, Instead of performing 
Fig. 1. Titration curve of chlorine (grms. per 100 c.c.) the calealation with the 
formula above shown, I 
utilized thg graph shown in 
Fig. 1. 





- Result of Experiment. 


i rn 





0.4) 

St 
O.6- 
OF 


xs ¢ ss 2 
> 
T=the number of c.c. of Ag NO, added (3.00r4.0c.c.) Preparatory experiment. 


=th f c.c. N 1N . . 
a ee - Before entering into the 
proper experiment, the pur- 

TABLE I. pose of the present study, I 


investigated the urine chlo- 


Chlorine content in morning urine of-healthy adults. : 
rine content of healthy per- 








sono | Ment] acacia [oun Ean thee. aly and 
cases | = exp. 100 c.c. lurnal variation. 

: In this Table the urine 

. a, | Nome | 096 chlorine content of healthy 

fa “ | om doctors and nurses, 52 in 

---—*-+-* 0.89 number, is tabulated. The 

: an v | sia average was 0.90 grms. per 

10 «=| | Male adult} 0.98 ae es. Ay. om 

12 | x ‘ | aig Table 1, the urine chlorine 

9 x | teide | oss content is of larger figures 





in hot season. I shall come 
‘ | . . . . 

32 | cases | Average 0.90 upon this point again in the 
proper experiment. 





TaABLeE II. 


Chlorine content in whole day urine of healthy adult. 
(Exp. in October.) 
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day chlorine excreted was 10.26 grms. 
shown is smaller than the average figure 0.90 in Table I. 


TABLE I 





~ Urine Chlorine content (grms.) 
Number 
of Material Vol | 
cases | Sp. gr. — per 100 c.c. | per day 
10 Male adult | 1016 0.57 0.57 9,58 
Female 
6 adult | 1020 0.78 0.78 11.39 
16 cases: Average 0.65 0.65 


10,26 


In Table II chlorine content of whole day urine of healthy adults is 
The average content was 0.65 grms. per 100 c.c., while the whole 


The average figure 0.65 above 


II. 


Diurnal variation of chlorine content in healthy adults 
(in October) 






































Urine 
. ; } Clorine 
Case Time iain Sues. grms. % Remarks 
C.c grav. 
8 am. | 360 1.017 0.46 (Before breakfast) 
10 » 170 1.019 0.86 
2» | 250 1.014 0.62 (Before lunch) 
1. SY. ¥ 
male, 27 2p.m. | 270 1,012 0.62 F 
years 4” | 275 1.011 0.53 E (After drinking tea) 
6 » | 275 1,006 0.28 |e 
9» | . 235 1,022 0.70 |o 
; Sam. | 470 | 1.016 0.50 
10 » | 260 | 1.010 047. |. 
2. J.M. Ipm. | 350 | 1,008 041 | \ 
male, 29 Yi | | E 
a 3» | ‘ms | 1013 0.44 E 
6 220 1,018 0.50 = | (After drinking tea) 
10. » 180 | 1,022 0.72 S 
7 a.m. -320 | 1.016 0.62 
12 » 345 | 1.014 0.73 |, 
3. SI. | 4pm 240 =| 1.014 0% |. 
male,31/ 6 » 165 | 1.010 040 | — | 
years | & 
8 » 185 1,013 0.49 @ | (After dinner) 
ll » 510 1,019 0.35 *) 
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6 a.m. 690 1.013 0.29 NY 
4 4. TI. ll » 310 1.020 0.91 
male, 33 
years 5 p.m. 360 1,019 0.77 
10 # 320 1.026 0.77 ba 
7 a.m. 410 1,022 0.73 NN 
. SS, 12 » 240 1.014 0.67 i 
— male, 28 
years 5 p.m, 300 1,015 0.68 = 
ll » 150 1,024 0.59 S 
is 7 a.m, 700 1.016 069 | 8 
le 6. 5S.S, ll » 440 1.020 0.64 
male, 31 
ve years 7 p.m, 1040 1,002 0.33 (After drinking beer) 
ll » 400 1.020 0.73 ba 
8 a.m. 310 1.012 0.58 " 
° i.) 
7. GS. 1 1 “ 195 1,026 0.81 4 
male, 34 2 p.m, 205 1,015 0.61 73 
— 9 «# 210 1.018 0.46 8 
12 w 380 1,012 0.54 od 
- & KT. 9 a.m, 400 1,020 0.70 |Z 
female, 30} 1 p.m. 300 1.014 0.66 | boxe 
ede Ge de 240 1.021 075 iS 


Then I wanted to see the diurnal variation of urine chlorin in healthy 
adults, The data are shown in Table III, in which the diurnal variation 
of the urine chlorine content was of a moderate range. In urine samples 
of low specific gravity of the content is small. The forenoon urine was of 
larger chlorine content than the while day urine. The change after meal 
time was not evident, only the urine after taking much water was, as will be 
expected, of low specific gravity and of smaller chlorine content. 


Tasre IV. 
Daily variation of chlorine content in healthy adults. 











Urine Chlorin (grms,) 
Date of exp, 
Volume S 
<-. mn per 100 c.c, per day 
27. IX 1835 1013 0.56 10,25 
1X 1690 1017 0.50 8.38 P 

a. 2.4 1825 1011 0.41 7.45 
. male, 9.X 1110 1018 0.52 5.75 

27 years 10. # 1090 1019 0.56 6.12 

ll. ~ 815 1024 0.80 6.52 
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| 12x 1400 9 =| (056 7.78 

[+ 24. VI 770 1027 || 0.75 6.10 

29, IX 900 1021 0.89 8.01 

30. 800 1018 0.81 6.48 

. xe 1.x 550 1020 0.94 5.17 
female, : . ‘ 

23 years 20 570 1021 0.99 5.64 

3, 520 1022 0.89 4.63 

4.0 650 1023 Lu 7.22 

4.X 630 1024 0.99 6.24 

5. 1600 1020 1.01 16.16 

6. 1050 1020 0.90 9.45 

7 w 1490 1020 0.95 13.16 

a 8. » 2280 1019 0.76 17.33 

27 years 9,» 1280 1022 0.89 11.39 

10, » 1900 1021 0.97 18.43 

1. 1000 1024 1.08 10.80 

12, 2500 1019 0.98 24.50 

| 1» 1700 1021 0.95 16.15 














A daily variation of urine chlorin in a healthy adult is shown in Table 
IV, in which it is seen that, when urine amount is small, chlorine content is 
larger (on October 11—815 c.c. and 0.80 grms. per 100 c.c.), when the 
amount is large, the content is smaller (as is seen on October 2—1825 c.c. 
and 0.41 grms. per 100 c.c.). And the whole day quantity of chlorin is 
more dependent on urine amount than on the content itself. 


Cases of lactating mothers with different Arakawa’s reaction (Cf. Table 
5—7) :— 



























































TABLE V. 
Chlorine content of mother’s urine. 
t - - 
_ | Age of Ara- 6. , Age of Ara- 6. 
o kawa’s 2 a kawa’s 2 
Aa Ss | g ‘én Z reaction 5 a. 2 a e > reaction & 
eI oO Zz etic J % ° z a oq. 
on in Sa os oD le g Po Sa 68 bb ‘= Oo 
s}eS SheFels| 2] . ot |s) 2 eslpesl a] 2 | . [Bs 
s| 88 STeti/2| S| ¢ Bel |sl § Siete] | = Es 
Z|2> 2m esl) & | 4 OR] |Z) S areesla| # | A = 
1 X. 22y| Im | 11(#)| 4(—)}0.74 | 5) x [19y| 6m 1(+)} 4(—)} 0.92 
2)» | 25y} 10m/ 13(—)13(—)'0.89 | 8} » |27y| 2m 7(4)| 7(4)} 0.62 
| 

3)  |24y] 6m; 11(+) — 10H | 9 30y} 8m 6(+)| 2(++)) 0.86 
4 | 26y 2m | /11(&) 11 ()| 0.89 10 |25y] Im 16(—)| 1(+)} 0.71 





























23) 


49) 


52' 
53) 


26y 
19y 
| 33y ' 
24y 
36y 
Q5y 
2ly 
24y 
38y | 
| 27y | 
| 22y) 
| 2ly'! 
20y 
| 26y | 
| 2By 





4m , 
llm 
3w 
9m 
8m 
2m | 
2m | 
7m 
3m | 
2m 
IIm 
cn 
12m 











16(—) 16(—)' 0.92 
4(+) 5(4) 0.78 
| (+) 16(—), 06 
| = | 8(=)05 
10(—) 10(—) 1.00 
'10(—)'15(—) 1.04 
\12(—),16(—) 0.60 
,12(—) 12(~) 1.06 
112(—)12(—) 0.71 
| 2(+)) 2(+), 0.89 
116(—) 16(—) 0.50 
\13(~) 10(—) 1.35 
15(—)/16(—) 1.1 
' 3(4) 3(+) 1. 
| 4(-) 
| 2(—) 
| 2(-) 
1 1H)! 
11(—) 













9(—) 0.82 
| 2(+)! 1(+) 0.99 
(+) 9(+) 0.9 
| 7(—) 14(—)) 1.28 
| 1(+) 2(+) 1.08 
'15(—) 15(—)! 1.12 
16(—) 15(—~) 0.48 
1(+)! 7(~) 0.79 
| 7() 11(-) 0.89 
| 4(+)) 4(+)! 0.76 
16(—)16(—) 1.14 
4(+) 4(+) 0.6 
| 9(+) 5(+) 0.39 
| 4(+)) 5( 2s), 0.84 
(10( —)/16(—) 0.53 
| 5(44)| 5(4++) 0.99 
16(—),16(—), 0.8 
| 4(+)) 4(+) 0.48 
| 7(+)| 5() 0.8 
| 1¢Hp)) 1(4e) 0.73 
13(—) 13(—) 0,82 
| 2(44)! 5(44) 0.99 
15(—) 16(—) 1.33 
11(+)|11(4) 0.79 
| 2(+)! 2(+) 0.51 
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16m | 


18m | 


3m 


2w 


10m | 
2m | 


6m 


6m 
5m 
5m 
24m 
5m 
4m 
2m 
llm 
Ilm 
15m 
10m 


lm 
19m 
12m 


| 3()} 544) 
,10(—)|16(—) 
3(+)} 8(+) 
11(—)j11(—) 
| {6(—)} 2¢#) 
| {16(—)}16¢—) 
| | ACD} 144) 
| '10(4)} 5() 
16(—)|"5(e) 
16(—)|14(—) 
3(+)| 6(+) 
| | 6(4e){16¢—-) 
| '16(—)|16(—~) 
| | 5(e)|14(—) 
| 15(-)| 4(-) 

15(—)| 4(+) 
| 14(—)|15(—) 
10(—)|14(—) 
16(—)|16(—) 
16(—)|16(—) 
| 5(ae)| 3(—) 
16(—)|15(—) 
1 | =] 70+) 
16(—)|16(—) 
12(—)}13(—)| 
| 14(—yhac—) 
| \n6¢—)ht2¢—)| 
10(+)} 6(—)| 
(15(a) 4(+) 
| 2(—)} 1(44)) 
| 6(—)| 3(#) 
| | 7(-+)} 7+) 

'16(—)|16(—)| 

\15(—)]16(—) 
1030116( —)|16(—) 
'1023 14(—}|10(-+) 
11022 15(—)|16(—) 
11031|16( — )/16(—) 
| | ACHE} ACHE) 
'1020,12( — )|16(—) 
1021. 1(+)/11(+) 
1023 10( + )| 7(—)| 
1013 11( + )\b1(+)| 
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0.87 
1.26 
0.85 
0.60 
0.93 
0.92 
0.46 
0.64 
0.89 
1.21 
0.75 
0.96 
0.96 
0.87 
0.93 
0.53 
0.91 
0.49 
0.85 
0.49 
1.14 
0.39 
1.03 
0.89 
0.64 
0.82 
0.78 
1.03 
0.99 
0.91 
0.96 
0.76 
0.44 
0,57 
0.41 
0.80 
0.94 
0.89 
0.99 
0.93 
0.76 
0.91 
0.64 
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‘ | 
| be 
1) ae ree ee ee | kawa’s (4 
eis a EF] z | reaction /F 6. S " 2 z reaction E 
s\ fo [881,28] 215 Es} |]s) = (Bs, 28| ® Ey 
S/S Srati/g| SB] ¢ Ss] ]3) § retilg| Sle 3s 
> pd = | — Ye = | = = 
Z,2l Anmbsia| & | A Oz] |Z | Dea s| F ae = 68 
109 XII | 26y| 18m |1016 6(—)| 5() 1.09 fi43, I |32y| 15m 1016]12(—)|16(—)' 0.82 
101] » |25y| 2m 101610¢—)|10(—) 0.82) f144 | 26 lo. 
102} » os 2m |1021)15¢—)} od 1.08) 145!" : ms a + i: sad 
103) » |28y} 4m) l16( | lene a beh Joe 
_| (— )}16(—)} 0.89 147) w- \25y) .3m |1020)11(+)/11( +) 0.99 
| w |24y) 19m 1022)16(—)|16(—) 0.99 [148) ~ |26y; 8m 101616(—)}12( —)! 1.10 
105) » |27y| 2lm 1018, 5( | ae 
(44)| 4(+)/ 0.82] [149 » |30y| 7m [1014 9(-+)]14( 4) 0.82 
106} ” 23y| 14m 1022)16(—)|14(—) 1.08] |150| » |25y| 10m 1016 3( y10¢—)! 0.93 
107,» 26y| Im 101014(—)|16(—) 0.75) ]151) » |27y| 7m |1025\12¢—)|10( +) 0.88 
108)» |24y| 10m 100916(—)|16(—) 0.57] f152) | 2By| 4m /10206(—)|16¢—)| 1.03 
110, |24y| Im 1013)16(—)|16(—),0.97] 153» | | ae 
: ut! » |3ly| 10m 1009 4(—)| 4(—) 049 fsa)» mod rs i en sms 
113; » |24y| 3m 101616¢—)l16(— | a gs. 
16(—)|16(—) 0.95 ]155) » | 34y| 12m [1022116 —)|12( —)| 0.96 
114, # |26y} 7m ‘1024 6(—)| 6(—) 1.13) [156 » |27y| 21m 1019116(—) 16(—) 1.07 
ug : 23y| 4m joreiu6( —))16(—) 0.99 f157| » |21y| 7m |1020;0(+) 10(4)| 1.16 
116 (1937) 34y; Im 101912( —)}12(—) 1.18 ]159| » |21y| 10m |1016 1(44) 1(4+)| 0.96 
117} # |22y] Im '1015,15(—)/15(—)| 0.83 160 » |25y| Im |1015}j6(—)l16( —)| 0.84 
118 |3ly| 7m 101614(.-)|16(—) 0.86 fiz) 11 |25y| 2m |1008|)2¢_ )}16¢—)|0.50 
119} ~ |27y| 14m 1017 6(+)| 6() 0.85 163, » |27y| 8m |1028| Gy) 3(+)} 1.23 
120) ~ |29y| Im '1015)15(—) 14(—)! 0.64 1641 » |30y| Im 1016 16( 16 0.57 
121] » |30y| Im [101616(—)|16(—)\0.5@ [165 » \28y| 3m {101 aR 1.04 
122) w# |28y} 4m 022 6(+)| 6(+) 1.08 166, 28y} 5m {1027 16(—) _" 1.13 
123} » |32y| 3m to2si6(—f6(—) 097 167 24y| Gm |1022| 9°44) us +) 0.75 
125, » |26y| 2m i1014 3(—)| 3(—) 0.39] |i69, » |24y| 8m /1019;6_)| g¢_)|0.82 
126, » |29y| 10m |1017\16(—)|16(—)| 0.78 {170 30y| 1m |1018)1¢ ay 
127] » |23y} 9m 1014 2(+)} 5(+) 0.82) [171] 34y| 4m om I: pS. 0.82 
128} » |27y| 8m |1015| 6(—)| 6(—) | wage Nagy 
| | } 
” y| 7m [LOt716( — }16( —)} 0.7 173} ~ |25y) 2m] — |12(—)!16(—)} 942 
131] # |24y} Im |1015)16(—)|16(—)) 0.59 174 » |23y} 9m] — |10(+) 3(+)| 0-89 
133} #» | —| Im |100916(—)/16(—) 0.5 175, w }30y} 2m |1016)46(—)}}9¢ _)| 1.03 
135 25y} 10m 1020 6(—)|12(—) 1.1 176 » |30y} 6m 1014 16(—)]16(—) 0.84 
137 30y} 15m 1013)16(—)|16(—) 0. 177, # | 25y| 2m |1015};4(_}; 0.86 
138) » |37y| 1m |100712(—)|12(— | ae 
pas )12(—) 1.07] 178,» | 24y) 7m |101316(_)| 7¢_) 0.45 
139) # |28y| 4m /1022)15(—)/16(—) 1. 179 ~ |29y| 6m 1019 31/4.) mn | 0.86 
140,» | 28y| 3m |101616(—)| 6(-+) 1.139] ]180, » |30y} 9m |1022| 4°, | (+) 96 
141) » |27y| 2m |102016(—)|16(—) 0.57] ]181, » 29y| 11m 1019 mie vanes © 
142) » |27y| 7m |102116(—)|10(—) 0.99 f182, » (4) 4(4))0 
10(—) w |29y| 2m 1016 icntieca™ 
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24y| 2m jHo12\16(—) 11(—) 
‘33y| 12m toads 07 0.78 
35y! 20m |1017| 4(+)| 4(+))|0.8 
i27y) 3 m 1016 5(#)| 5(34-)| 0.53 
/32y 15m |1020| 4(+)| 5(+)) 1.1 
‘sty! Sim (1080 7(-#)! 7(#)| 1.1 
|27y | Im |1016 4(+)| 2(+)}0.9 
|32y| 4m {1017} 8(—)|15(—)} 0.60 
26y| 7m ‘1020 6(—)| 6(—)| 1.1 
26y| 7m |1017/11(-+)|11(+)}0.9 
3ly| 7m |1016 2(+#+)|16(—)} 0.71 
28y| 14m |1007| 5(44)| 5(+)/ 0.3 
25y| 3m |2016 4(+)) 4(+)/ 08 
24y| 6m 1(#)| 1(+)|} 0.9 
25y| 6m |102616(—)|16(—)| 1.04 
28y| 7m |1015|16(—)|16(—)| 0.82 
24y| 8m | — |16(—)|16(—)| 1.09 
34y | 22m |1025| 5(4+)| 5(+4)| 1.0 
43y| Im | — |16(—)|16(—)| 0.79 
3ly| 3m |1012| 6(—)| 1(%)/0.7 
37y| 22m |1029| 2(-+)| 4(+)| 0.9 
25y| 6m |1022|16(—)|16(—)] 0.98 
—| — /1018 8(—)| 8(—)|0.88 
33y| 10m |1016)11(+)| 6(+)/0. 
44y| 21m |1021)16(—)|15(—)| 0.72 
27y| 2m |1019 1(+)| 1(+)| 08 
3ly| 15m |1020) 1(++) 2(#) 0.9 
26y| 3m |1021|12(—)|10(+)| 0.92 
24y| 1m |1021|16(—)|16(—)} 0.88 
28y| 14m j1025 16(—)|16(—)| 0.91 
|20y| 2m |1014; 2(+)/11(+)! 0.60 
25y| 9m |1020| 7(+)|12(—)| 0.88 
(39y| 5m 1020 1(44)| 5(+#)} 1.01 
| 3ly | 9m |1020) 6(+) 6(+)| 0.85 
23y; 9m ew 4(+) | 8(—) 1.08 
23y | 2m 1017/16¢—))16(—)) 0.86 
\2ly| 4m |1025| 9(+)| 1(+).0.94 
'39y| 5m |102315()} 2(+), 1.1 
|25y{ 8m see jpn File wee ove 
1 20y| 10m _ 7(+)| 3(&)} 0.94 
39y| 5m [101910 +) 3(+)/ 1.14 
24y| 18m 1028 10( 2) 10()) 1.37 
Sly} 3m o1916(—)i6(—)|0 
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11030 
11020 
'1021| 1(+) 
11021) 4(+) 
11020! 1(+) 
'1019}12(—) 
'1020 2(+) 
11020} 1( ++) 
— |16(—) 
1021| 1(+4) 
1017|12(—) 
1021|16( —) 
1025) 1(4+) 
1026| 1(44) 
101913(—) 
1018) 5(+) 
1023)14( + ) 
1018) 6(+) 
1028) 2(+) 
1025| 1(+) 
1020) 1(+) 
1022\16(—) 
1020) 1(H+) 
1032) 1(+) 
1014/12(—) 
11024 1(+) 
1026] 1(++) 
1013) 1(+) 
1021) 1(+ 








— I(+)| 
'1028 7(-)| 
11016116 —) 
1026] 1( 


1021)16(—)) 1(4)| 


1019)12(—)| 
1024) 5(++) 
1020, — 

1028! 7(+) 
1022) 1(+) 
1024, 7(+)| 


} 
11023 7(+)| 


5(4+)| 5(++) 
1(+)| 1(+) 
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1.13 
1.01 
0.63 
0.97 
1,02 
1.17 


1(+) 
4(+) 
1(+#+) 
1(+) 
11(—)} 1.10 
1(+#+)| 0.43 
(1#+)| 0.78 
16(— ) 1,12 
1(+#+)| 0.98 

— |0.98 
16(—)| 1,05 
1(++)| 0.62 
1(++)| 0.96 
14(—)| 0.77 
5(a)) 1.13 
7(+)| 0.84 
5(—)\:1.15 
1(+-)| 0.93 
2(+ )| 0.78 
8(+)| 0.69 
16(—)| 0.89 
1(#4)| 1.18 
5(+))| 0.53 
12(—)| 1.20 
1(+)} 1.07 








)) 5() 
11012) 5(+)| 


1(+-)| 0.63 
0.59 
1(+)} 0.74 
115(—)| 1.22 
1(+) 132 
5(+) ‘065 
16( - )} 0.85 
1.00 
|16(—)|0.94 
6(—)| 1,35 
5(+)| 0.71 
16(—)| 0.93 
8(+ )| 0.86 
1(+)| 1.01 
ae bE 





| By, 8m | — | 7(+)| 7(+)) 1.08 


































































Chrolin grms, 


S| 100 c.c. 





| Age of | Pe Py a Age of , a 
= | kawa’s 2 om kawa’s 
6. e- | 3 | reaction 5 g & rm 3 reaction 
o1° ij, 8) Sl «ef 10) & Jegl S#i& 

slag eeleetl cla]. lel |3] 2 Beetle! 2] < 

) 32 |Sliges|4| 2 5 68] |Z] = ehses/4| 2 | 8 
275 IX |27y 13m | — | 4(—)| 3(—)| 1.03] P97} X |3ly| 17m |1023| 7(+)|11(+) 
276 » (34y, 2m |1016 7(+)) 9(+))0.77) 298) ~ |23y| Sm |1015) 5(4)] 5(+) 
277, » 35y) 9m |1024 5(+) 9(+) 0.99 299 » (32y| 2m |1018/15(—)}15(—) 
278 30y | 17m |1010, 4(—)) 7(+)| 04g 300 w |4y| Ilm | — |14(—)}12(—) 
279 » 3ly| 6m |1023) 2(4+)| 1(4+) 0.91] Boll » (39y| 18m| | 4(+)} 5(+) 
280 » (20y Im |1007/16(—)15(—)|0.38] B02] » |30y, 4m| = | 5(4+)| 5(+) 
281, » |26y) Im |1021/16(—)'15(—)| 0.9 | | | | S(44)] 5(44) 
282) » 36y! 4m |102416(—)|15(--) 0.71 | 7(+)| 7(+) 
283) XI 26y| 6m |1018 1(+) 1(+#)/ 07 | 1(4+4)} 1(+) 
384 ~ 30y! Im /|1021/16(—)16(—) 08 | 1(+e)) L(+) 
285 » 24y, 7m |1021) 1(+)| 1(#+) 1.01 | 1(##)) 2(+4) 
286 ~ (23y) 2im |1025| 4(4++)| 4(4+)/ 0.7 l10(-~)|16(—) 
287, » 23y) 13m |1026 2(++)| 2(+)/ 0.7 | 1(Ht)} 1 (Ht) 
288\( 1641) 32y| 5m |1018) 4(+)| 5(+) 0. | 7()16(—) 
289° »  33y) 3m (1016 5(+4)| 4(44) 0. 116(—)'16(—) 
290) » 27y| Im 1022| 7(+)| 8(—)/0. | 1(He)| 144) 
291) X | 26y) 17m |1018| 4(+)) 7(+)) 0 |42( —)}12(—) 
292 » 2%y) 7m) —| — | 2+) 0. | 4(+)} 6(+) 
293) # «© 27y| 12m |1021)16(—)|16(—)) 1.0 | 1(++)) 1(+) 
294, » 37y, 12m (1021) 4(+)| 5(+)) 0.76 | 1(++)} 1(#) 
295, # 33y) 14m 1020 4(+)|11(#)|0. |16(—)}16(—) 
296, » 26y, 2m 1019 16(—)|15(#) 0.5 | 5(+)} 5(+) 

TABLE VI. 
Table of signs for showing different Arakawa’s reaction. 

vuryv yv 5 vry ¥ 
1. I(#+)* stands for #+ H# #H H # 11, 5(+) stands for + + 4 + 
2 WH)* +  # HR 12, 6(+) ” + +H # 
3. 2(+) ” #+# + # # # 13. 7(+) ” + + # +H 
4. 3(++) ” + + H+ #H 14, 8(+) ” + + + + 
5. 4(+) ” +H H + +H 15. 9(+) " + + + H 
6. 5(+) :. (2 6 2 2 16. 10(+) = # ++ + + 
7 M+) ” + + # H # 17, 11(+) ” ie al 
8. 2(+) ” + HH # # 18. (+) »w ++ H # 
9. 3(+) ” + H H H # 19. 2(+) ” ++ +H + 
10. 4(+) o + eH H OH 20. 3(+) oS 2 ee 
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0.76 
0.92 
0.82 
0.99 
1.26 
0.80 
1,18 
1.06 
1.17 
0.70 
1.15 
0.84 
0.36 
1.16 
0.87 
0.89 
1,03 
1.20 
0.44 
0.88 
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fae ee yvwvwsy¥y ss 
21. 4(+) standsfor t+ + + +4 t# 35. 3(—) stands for- + + + + 
22. 3(+) ” =z +++ + + 36. 4(—) u" ee a a ee 
23. 6(+) ” + + + + 37. 5(-) " -— &£ & + 
24. 7(+) ” z ++ 4 + 38. 6(—) “" — +++ + 
2. 8(+) ” z+2tz++ H+ # 39. 7(-) ” -— + + = + 
6. Ax) ” =-2 ¢ # @& 40. 8(—) ” —-— + +++ 
27. 10(+) ” &: &z + + #} 41, 9%(-—) “" -—: > ft 2 
28. 11(+) ” & &. +. + ¢ 42. 10(—) ” —. te ae +> 
29. 12(+) “ zt xs + + 43. 11(—) ” a= z-s + 
30. 13(+) o £peée te + + 44. 12(—) ” or ae ae 
31. 14(+) oo +t + + + 45. 13(-) so» as Ne) SS 
32. 15(+) ” ££ “2 2 2 2 46. 14(—) ” no = & & 
33. 1(—) ” - z£ + + # 47. 15(—) ” on at et ee ee 
34. 2(—) ” - bt & + 48. 16(—) ” -— —=— — =—- = 


Explanation to the table:— 

Take, for instance, the sign: 2(+-). This stands for Arak awa’s reaction with the course 
(4+) 1” (+4)2" (44)3’ (4)4 (H+)5’. The sign does not express any prompt result of the reac- 
tion, so the prompt reaction of the sign: 2(-) may be (—)0’, (+)0’, (+)0’ or even (+)0’, 
but this will not matter much, as the result of the reaction in one minute is the most impor- 



































tant. 
* Strong and normal reaction. 
Tasie VII. 
Chlorine content of mother’s urine according to 
Arakawa’s reaction. 
4 . Number Average Maximum § Minimum 
Arakawa’s Author of arty Oe Be SAG eee 
sencem cases grms. per 100 c.c. 
Arakawarpositive | Yosida 39 0.94 1.35 0.36 
group (Umemura) (14) (1.06) (1.36) (0.73) 
Seinatties Yosida 208 0.88 a7, 0.38 
group (Umemura) (155) (0.87) (1.34) (0.11) 
Completely Yosida 53 | 0.80 1.14 0.36 
Arakawa- | 
negative group (Umemura) | (33) | (0.70) (1.07) (0.21) 
Yosida 300 0.87 
Total 
(Umemura) (202) | (0.87) 
} 





300 cases were arranged according to the date of experiment. As 
will be seen from Table 5, chlorine content of urine shows a remarkable 
fluctuation, which will also be seen from Umemura’s® paper (Cf. 136th 
Report of Peroxidase Reaction). If, however, these 300 cases are arranged 
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according to the difference of their Arakawa’s reaction, then a definite 
inclination of chlorine content will become evident (Cf. Table 7). 

Table 7 shows that the average content of the Arakawa-positve 
group is 0.94 grms. per 100 c.c., while that of the completely Arakawa- 
negative group is 0.80 grms. per 100 c.c. The intermediate group shows 
the average content of 0.88 grms. per 100 c.c., an intermediate figure be- 
tween the two extremities above mentioned. 

In Table 7 the figures obtained by Umemura® in 200 cases are 
shown. His figure—figure of the average content—is also the largest in the 
Arakawa-positive group and the smallest in the completely Arakawa-nega- 
tive group, the intermediate group showing an intermediate figure of 
average. But his absolute figures differ from mine, except for the inter- 
mediate group, probably because my materials were larger in number than 
his. 

On the whole, Umemura’s work and mine are coincident with each 
other in the final result that the urine chlorine is of the largest content in 
the Arakawa-positive group, of the smaller content in the completely Ara- 
kawa-negative group, and of an intermediate content in the intermediate 
group. 

Seasonal variation of chlorine content in mother’s urine (Cf. Table 8) :— 

As above stated, the present investigation covered one whole year, and 
I desired to see seasonal variation of urine chlorine content. As will be 
seen in the column of the average of all the cases (in Table 8), the urine 


TaBLeE VIII. 


Seasonal variation of chloribe content in mother’s urine 
according to Arakawa’s reaction. 


















































| | 
Positive group Intermediate group anmineie | 
Season Eg ae tall the 
Cl Cl Cl i» 
Case | (grms. per | Cases | (grms. per | Cases | (grms. per 
100 c.c.) 100 c.c.) | 100 c.c.) | 
Spring* | 11 | 101 | 12 0.99 =| #17 0.76 0.87 
Summert | rT | 0.98 37 093 | 10 084 | 092 
Autumnp§ | 14 0.87 8 «(085 | 0.86 0.86 
Winter? | 3 | 0.78 73 | 087 | 25 0.79 0.84 
| Aap cc a aaa 
Average | 39 | 0.94 208 0.88 | 53 0.80 0.87 


* Spring—March—May, 

+t Summer—June—August, 
¢ Autumn—September—November, 
§ Winter—December—February. 
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chlorine content is the largest in summer and the smallest in winter. This 
relation is, however, different in different groups of Arakawa’s reaction. In 
the Arakawa-positive group the content is the largest in spring, the next 
largest in summer and the smallest in winter, though the cases in winter 
may be too small to say anything difinite. In the completely Arakawa- 
negative group the content is the largest in autumn, the next largest in sum- 
mer. Thus the maximum content in spring in the Arakawa-positive group, 
in summer in the intermediate group and in autumn in the completely Ara- 
kawa-negative group. In winter, the content is the smallest in each group. 
As cause of their increase in hot season, we must take the physical and 
physiological condition, respiration, perspiration, digestion and tempera- 


ture etc. into consideration. . 
Chlorine content of mother’s urine according to their age (Cf. Table 9) :— 
TABLE IX. 


Chlorine content of mother’s urine according to the 
age of mother. 




















vo Intermediate | Completely | Average 
Age of Positive group group negative group | of all the cases 
mother — ] 
(years) number | Cl | number |, Cl /number| Cl number | average 
oO grms, per| of grms. per! of grms. per of grms. per 
| cases | 100cc. | cases | 100 c.c. cases | 100 c.c, cases | 100 c.c. 
20—25 14 0.93 71 0.85 17 0.81 102 0.86 
26—30 | 13 | os | @ 0.87 25 0.85 113 0.88 
1-35 | S| aot | S2 0.83 5 0.83 42 0.83 
36—40 6 0.89 | 25 0.73 3 0.73 | & 0.87 





Ishii reported that milk chlorine content showed an inclination of 
increase as the age of mothers grew. As to the urine chlorine content I 
can not see any definite relation to the age. 

The relation between chlorine content and the specific gravity of urine:— 














Tievcy *. Fig. 2. Curve showing the re- 
; ; : lation between chroline con- 
The relation between chlorine content and the specific tent and the specific gravity 
gravity of mother’s urine, of mother’s urine, 
Specific | Below | 1011 1016 | 1021 ~—-:1026 7 
gravity 1010 =~1015 ~1020 ~1025 ~1030 * aq 
a ET Cn pam . 
Average S a7 
grms, per 0.57 0.71 0.86 0.95 | 0,97 Bog 
100 c.c, a" 
| 
a —_— — was —_—— ——— —— $s 4 A i A. i i 
Number of | | 53 19 1010 101s 20 1025 1030 


cases | 9 ' 22 | 79 Spectfie Yravity 
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If the specific gravity of urine is high, chlorine content has an inclina- 
tion to increase. As is shown in Table 10 and Fig. 2, chlorine content of 
urine becomes larger according to the increase of its specific gravity. 


Literature and Comment. 


Urine chlorin of healthy adult and patient in avitaminosis was one of 
chief objects of investigation about 1900 and many papers concerning it 
were published. Later the reports concerning it decreased. The present 
work was performed from the new point of Arakawa’s reaction. 

The average chlorine content of urine in 200 lactating mothers by 
Umemura was 0.87 grms. per 100 c.c., accidentally coincident with my 
own result in 300 lactating mothers. This was mainly because the dis- 
tribution of the case of different Arakawa’s reaction was almost equal in 
his and my works. According to Isono®’, the content in urine of 14 
healthy sailors is also 0.87 grms. per 100 c.c. on an average. In my con- 
trol cases, healthy males and females (not lactating) the content was 0.90 
grms. per 100 c.c. In Europeans the content is according to Cushn y™ 0.6 
grms. per 100 c.c., thus smaller than in the Japanese. 

According to Miura™ and Hasui™, urine chlorin decreases in beriberi 
patients in the acme of disease. Omori" etc. experimented on feeding 
healthy persons on B-avitaminotic diet and saw a decrease of urine chlorin. 
He also reported that in the reconvalence of beriberi urine chlorin increased 
in amount. 

As Umemuraas the first reported, in lactating mothers with milk of 
negative Arakawa’s reaction, the urine chlorin is smaller than in Ara- 
kawa-positive cases. Besides he showed that Arakawa-positive mothers 
generally excreted a larger amount of urine per day than Arakawa-negative 
ones. 

In the present paper of mine, I have also shown in a large number of 
materials that urine chlorine content is larger in Arakawa-positive mothers 
than in Arakawa-negative ones. 

Now hurhan milk negative to Arakawa’s reaction is milk from a 
B-avitaminotic body. Such an Arakawa-negative milk is, as was shown 
by Nozaki” and Ishii, chlorin-rich and blood of an Arakawa-negative 
mother is, according to Ishii, richer in chlorin. And Umemura 
showed, as above mentioned, that the urine of an Arakawa-negative mother 
is chlorin-poor, which has further been shown by the present paper in a 
larger number of materials. 


Conclusions. 


1. The daily and the diurnal variation of urine chlorine content of 
healthy persons was described as the preliminary experiment. 





























Further Report on Arakawa’s Reaction and Mother’s Urinary Chlorin 


283 


2. In 300 apparently healthy lactating mothers of different Ara- 
kawa’s reaction urine chlorine content was studied. Arakawa-positive 
mothers were of the largest content, and completely Arakawa-negative 
mothers of the smallest content, the intermediate group of Arakawa’s re- 
action showed an intermediate content. 

3. The urine chlorine content of lactating mothers was larger in warm 
season than in cold season. 

4. Ifthe specific gravity of urine is high, chlorine content is also rich, 
if expressed in mgrms. per 100 c.c. 

5. The evidence that lactating mothers with milk negative to Ara- 
kawa’s reaction are in a state of B-avitaminosis was further shown on the 
basis of urine chlorine content. 


This work was carried out by a Grant from the Foundation for Pro- 
motion of Scientific Research of the Education Department. 
Prof. Akira Sato. 
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A Simple and Accurate Method for Detecting 
the Secretion of Sweat.* 


By 


Masao Wada and Toshikazu Takagaki 
; (i HIE 3) (% #8 i —) 
(From the Physiological Laboratory of Prof. M. Wada, 
Tohoku University, Sendai.) 
(Received for publication, September 20, 1948) 


Our knowledge of the excitability of the sweat glands is deficient, 
for lack of adequate methods capable of detecting the secretion of sweat 
with ease and accuracy. Our devices will be briefly described below. 

The area to be examined of the skin is painted with the solution of 
2-3 g. iodine in 100c.c. absolute alcohol. After it becomes completely 
dry, this area is covered with a layer of the mixture of 50-100 g. fine 
starch powder and 100c.c. castor oil. When there is no discharge of 
sweat, fine starch grains of this layer cannot be found with hand lens; 
but as sweating occurs, fine black spots or rings of the starch grains 
stained by the iodine-starch reaction appear at the sweat pores of the 
skin and can easily be discerned in the transparent layer of the mixture. 
This layer serves, on the other hand, to prevent a rapid evaporation of 
the sweat. In the case of a considerably black skin, it is necessary to 
use only the mixture of starch and castor oil; the discharge of sweat can 
be recognized by the appearance of white spots or rings of starch grains. 
For permanent record, the area may be photographed. 

By this method we have clearly demonstrated a sudorific effect of 
adrenaline injected intradermally in man. The detail of this effect will 
be described by one of us (T.) in a forthcoming paper. The general 
knowledge that adrenaline does not excite the human sweat glands should 
be revised. 

In the majority of young healthy men tested, the sweat glands on 
the forearm responded well to intradermal injections of acetylcholine in 
a concentration of 1 in 10% and of adrenaline in a concentration of | 
in 10’. 


* Demonstrated at the Monthly Meeting of the Tohoku Medical Society, 18 March 1948 
(Sendai), and at the XXV Annual Meeting of the Japanese Physiological Congress, 6 May 1948 
(Niigata). 
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The Effect of Vitamin B; on Oxidation 
Quotient of Lactating Mothers with 
different Arakawa’s Reaction. 
Preliminary Report. 

183 rd Report of the Peroxidase Reaction. 

(130th Human Milk Study.) 

By 
Syuiti Yosida. 

(fH %—) 

(From the Department of Pediatrics, Faculty of Medicine, 
Tohoku Imperial University, Sendai. Director: 

Prof. A. Sato.) 
(Received for publication, November 27, 1945) 


In a preceding paper of mine (Cf. 179th Report of the Peroxidase 
Reaition), I reported that oxidation quotient is generally smaller in 
lactating mothers with milk positive (Cf. 182nd Report) to Arakawa’s 
reaction and that it is generally larger in Arakawa-negative mothers. Now 
lactating mothers with Arakawa-negative milk are generally in a state of 
B, avitaminosis, as has been repeatedly shown by a number of papers from 
this Laboratory (Cf. Reports of the Peroxidase Reaction). 

It has also been shown that human milk with negative Arakawa’ s 
reaction will gradually become Arakawa-positive, if vitamin B, is ad- 
ministered to Arakawa-negative mothers. Then it is quite probable that 
oxidation quotient, which is larger in Arakawa-negative. mothers, will 
become smaller, if vitamin B; is administered to them. 

In the present paper I desire to investigate the influence of vitamin 
B; upon oxidation quotient in lactating mothers’ urine and upon Ara- 
kawa’s reaction of their milk. 

By way of appendix, preliminary animal experimentation was _per- 
formed on two rabbits. 


Method of Experiment. 


1. Objects of investigation. 

Lactating mothers who visited our Out-patient Department on ac- 
count of their babies’ sickness or whose babies were admitted to our De- 
partment. They were apparently healthy. Milk was obtained at 9- 
11 a.m. with precautious necessary for the investigation of Arakawa’s 
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reaction. Urine was obtained at about the same time as milk was in 
Cases Nos. 1-4, while, in Cases Nos. 5 and 6, whole day urine was used, 
2. The determination of oxidation quotient. 
This was precisely the same as described in a preceding paper (178th 
Report of the Peroxidase Reaction)" of mine. 


Influence of vitamin B,; on the oxidation quotient of Arakawa- 
negative mothers’ urine. 


TABLE I. 


Case 1. T. Yoneno, female, aged 19 days. © 
Diagnosis: Debilitas vitae. 
Age of mother, 23 years. 





Arakawa’s Vacat O 
reaction mgrms, ‘ O/N Vitamin B, 
rss % Y 








i: > | 614 1.74 No administration 


a o i} Oryzanin fortius 2 c.c. 





twice injected sabcuta- 


570 
neously 





\t Oryzanin fortius 2 c.c. 
503 . once 





382 


R 
L 
R 
L 
R 
L 
R 
L 





| 
| 
| 


rm on 


607 460 





395 400 





395 357 


rn | 





Result of Experiment. 

The results are shown in Tables 1-6 and Figs. 1-6. 

1. Case No. 1 (Cf. Table 1 and Fig. 1). 

This was a case of completely Arakawa-negative milk. In spite of 
an administration of vitamin B,, Arakawa’s reaction showed almost no 
change. But oxidation quotient showed an inclination to decrease, and the 
decrease was the most remarkable. On Jan. 6 the quotient was the minimum, 
and on that day Arakawa’s reaction was the best, though it was no good 
reaction by any means. It may have been a mere coincidence, though. 

As for the amount of nitrogen it increased by degrees after an administra- 
tion of vitamin B. ° 
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TaBie II. 
Case 2. K. Ohmura, male, aged 1 month. 
Diagnosis: Infantile preberiberi. 
Age of mother, 26 years. 





2. Case No. 2(Cf. ; , 
‘ Arakawa’s Vacat O 

Table 2 and Fig. 2). Date reaction mgrms. O:N 

This was a case of vs 3 % % 
worse intermediate 
Arakawa’sreaction. /8. XIII 766 485 1.58 
In spite of vitamin B \. 
administration the re- 3h. 7 631 466 
action did not im- t 
prove, so yakriton was 8.1 > 435 366 1.19 
also injected to the 7 
mother to fortify the * Oryzanin fortius 2 c.c. daily, 10 times, and yakriton 0.5 R.A. 
effectof the vitamin. U. 4 times in all, subcutaneously injected. 
On Dec. 3lst the t+ Oryzanin fortius and yakriton 0.5 R.A.U. respectively 
reaction showed only ety other day, 3 times in all, subcutaneously injected. 























a slight improvement, 

but oxidation quotient an evident decrease, which became on further treatment 
of the mother still remarkable on Jan. 8th, in spite of the fact that the reac- 
tion had not shown any improvement. 


Fig. 1. Case 1. Fig. 2. Case 2. 


— 
& 


1 | 


xidalion quotient 
: 





aidation quolient 








o 3 #7 #10 13 day 
| Oryzanin fortius 2 cc.. injected subcutaneously 
* Oryzanin fortius 2 c.c. daily 10 times in all 
and yakriton 0.5 R.A.U. 4 times in all 
** QOryzanin f. 2c.c. and yakriton 0.5 R.A.U. every other day 3 times in all injected 
subcutaneously 


\ were injected subcutaneously 


3. Case No. 3 (Cf. Table 3 and Fig. 3). 

This is a case of completely-negative Arakawa’s reaction. In this 
case 0.5 mgrms. of vitamin B, was injected 4 times subcutaneously, making the 
total amount 2.0 mgrms. Before an administration of vitamin B, oxidation 
quotient was 1.35, but after injection it increased to the figure of 1.83 or 
1.60. Arakawa’s reaction did not improve either in spite of vitamin 
administration. At last this baby died on Feb. 15. 
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TAB Le III. 


3. K. Ueki, male, aged 7 month. 
Diagnosis: Dyspepsia. 
Age of mother, 30 years. 





Arakawa’s Vacat O | Total N | 
reaction mgrms, mgrms, O/N | Vitamin B, 
I’ 3’ 5’ ° % 








585 1.35 No administration 








Oryzanin fortius 2 c.c. 
605 1.83 twice injected subcuta- 
neously 





Fig. 3. 
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oxtdalion quolient 
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R 
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nm 


655 | 409 | 1.60 |} " 
| 




















"1 This failing result will be understood only 
through works of Sato and Moriwaki® (Cf. 72nd 

j Report of the Perioxidase Reaction and Ume- 
mura” (Cf. 137th Report of the Peroxidase Re- 
action). The mother was unable to improve her 
Arakawa’s reaction in spite of B,-administration 
owing to her mastopathia emotionalis”, This was 
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twice in all injected sub- 
cutaneously 
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10 dey highly probable, because her infant’s condition was 
fortius 2¢:c. s5 bad that at last he died. Oxidation quotient 
became larger in spite of the vitamin administra- 


A tion. 


TasBLe IV. 
K. Kanno, male, aged 7 months. 
Diagnosis: Atrophy. 
Age of mother, 27 years. 
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Arakawa’s Vacat O 
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i’ 3’ 3’ % 
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4. Case No. 4 (Table 4 and Fig. 4). Fig. 4. Case 4. 
In this case Arakawa’s reaction 
was completely negative at first and oxi- 
dation quotient was 1.07 and 1.12 re- 
spectively. On administration of vitamin 
B, the reaction showed an improvement, es. 
and a decrease of the quotient (1.05 and 10 15 20 day 


0.77) was seen. J Oryzanin fortius 2 c.c. 2 times were 
injected subcutaneously 






oxidalion quolie 
rr 
bo i) 





















TABLE V. 


Case 5. K. Nie, male, aged 3 months. 
Diagnosis: Convulsion. 
Age of mother, 23 years. 









































































































po ee = gz . Vacat O Total N 
Date reaction = 3 5 grms. grms.| O:N Vitamin B, 
v3 5’ S° | Bh rae pro - pro 
a or day ° day 
-|R+# # # No admini- 
29, IX ene 900 | 1021 | 0.75 | 689} 666 | 5.91] 1.10 pn Ha 
RH ++ # , 
30. # LHe # 800 | 1018 | 0.54 | 4.35 | 0.47] 3.74) 1.16 ’ 
anil ray oe See In the morning 
RH + + metabolin 5mgrms. 
1X Lut # 550 | 1020] 0.66 | 3.64) 0.64 | 3.50/ 1.04 injected subcutane- 
< sl ad ously 
,|R tH H # ~ : 
> a LH HoH 570 | 1021 | 0.68 | 3.85 | 0.58 | 3.32 1.16 |No administration e 
R # tt + ’ 
a 2 “oH 520 | 1022} 0.65 | 3.40/ 0.64] 3.33 1.02 , 
Ri#t # # , 
&# wir ow 650 | 1022 0.56 | 3.64 | 0.61 | 3.97 | 0.92 ” 
5. Case No. 5 (Cf. Table 5 and Fig. Fig. 5. Case 5 
5). +" " 






This was a case of a better intermediate 
Arakawa’s reaction or almost positive 
Arakawa’s reaction. So the effect of 
vitamin B, was not so striking, but due to 
the administration of the vitamin (on Oct. Ist, 
5 mgrms. subcutaneously injected) the reac- ' 
tion became normally positive and oxidation { I" the morning metabolin 5 

. . mgrms. was injected subcutane- 
quotient decreased, after a temporary rise to pea 
the former value,—to a fairly smaller figure. ; 

6. Case No. 6 (Table 6 and Fig. 6). 

This was at first a case of almost completely Arakawa-negative reaction. 


4. i. i A = 


Yq 0 3.4 





oxidation quotient 
c= =a ™ 
ab 
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Beginning with Oct. 7, 5 mgrms. of vitamin 
B,; were injected subcutaneously 3 times (once 
every other day). The effect of the administ 
ration of vitamin B, on Arakawa’s reaction 
_.*. was not very striking, but the vitamin showed 
¥e6 7 8 @ 10 1  aneffect to decrease oxidation quotient except 
| Metabolin 5 mgrms. injected in the last instance. 

subcutaneously In this case the decrease of the quotient 
was especially evident on the next day of the 


oxidalion quotient 
S885 





vitamin administration. 


TABLE VI. 


Case 6. K. Suzuki, female, aged 12 months. 
Diagnosis: Dyspepsia. 
Age of mother, 27 years. 





Arakawa’s VacatO | Total N 


' 
reaction ; grms. 
a grms. 
lV’ 3’ 5’ | % pro 





Vitamin B, 


4/0 


day | 








| 


re | No admini- 
wad 0.47 7.44) 0.47) 7. te stration 





} 
1020 | 0.64 6.71 | 0, ; ” 

















= | Metabolin 5 


mgrms. injected 
1020 | 0.56 8.32 | subtucaneously 








| 2280 | 1019 | 0.39 8.85 | 





Metabolin 5 
mgrms. injected 


1280 | 1022 | 0.77 | 9.79 
| \ subcutaneously 


= 


nei 1021 | 0.57 | 10.91 








yd 





mgrms. injected 
subcutaneously 


r 
| 

= —|- ae see I or } Metabolin 5 
| 


Rt + #| | az 4 
Po.2 9 0 2 0.74 | 7.43 


jens] 7.54 | 0.99 | 

Though I was unable to continue to collect much more clinical cases 
for other reasons, it is preliminarily shown that vitamin B acts to decrease 
oxidation quotient. This will be further confirmed by my animal ex- 
periment, which I had been performing side by side with my clinical ex- 
periment, though that experiment had to be interrupted also for other 
reasons. Only this experiment is the reverse of my clinical experiment, 


| —S HN NW AD 
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because that showed that when animals were fed on B, avitaminotic food, 
their oxidation quotient increased. 


Animal Experiment. 


Two rabbits were used. After ordinary feeding, they were put to B; 


TaBLe VII. 


Rabbit No. 1. Female 2.2 kg. 





Vacat O 


grms. | 


Urine Total N 


grms. | 





grms. grms. 


per 
day 


per 
100 c.c. 


per 
day 








1.09 
0.84 
0.94 
0.82 


| | 
1019 | 0.95 L 
1012 0.65 
1018 0.80 
| 
| 


1015 0.70 





1,96 
0.76 
1.27 
1.39 


Mean 0.84 





. B,-avitaminotic feeding (autoclaved tofukara) 





| 


1014 
1016 | 
1014 | 


0.84 
0.84 
0.87 


1.18 
| 1.34 | 
, eo 


0.94 
0.90 
0.79 


1.32 
1.44 
1.19 


0.90 
0.94 
1.09 





Anorexia, diarrhea and scanty urine 





1017 
1020 
1022 


0.97 
1,33 
1.30 


0.73 
0.73 
1,33 


1.05 
1,31 
1.33 


| 
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0.79 
0.72 
1.13 


Rabbit No. 2. 


Male, 2.7 kg. 





Urine 


Vacat O 


Total N 





grms. 


volume | specific 


c.c. 


| gravity 





per 


| day _ 


80 | 
155 | 
160 
180 | 


185 
120 
150 








1024 
1021 
1014 
1016 


1023 
1016 
1019 





} 


0.78 
1.21 
1.33 
1.37 
0.78 
0.63 
0.93 | 


1.44 
0.76 
1,39 


grms, | grms. 





| 


| 


per | 
100 c.c. | _ 


1,37 
1.10 
1.09 
0.94 


1,07 
0.87 
1,12 


per 


day & 


1,10 
1.71 
1.74 
1,69 


1.98 


1.04 
1.68 
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Since 31/X B,-avitaminotic feeding 





-  < e 1014 0.95 0.95 1,07 1,07 0.88 
‘Il. 1019 1,15 1.69 1.35 1,96 0.86 
12, 1016 | 1.05 2.15 1.23 2.52 0.86 


Rccemtioaad 


20. | 2 1021 1.46 1.75 1.57 1.88 0.93 
21. | 1013 0.97 0.58 1.13 0.68 0.86 
22. } 1021 1.43 1.07 1.49 1.12 0.95 
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avitaminotic feeding,—they were fed on autoclaved tofukara. In both 
animals (Cf. Tables 7 and 8) oxidation quotient remarkably increased 
(from 0.84 to 0.95 and from 0.75 or 0.76 to 0.91 respectively) after they 
were fed on B avitaminotic feeding. Both developed diarrhea at last, but 
the quotient increased to 0.98 or 0.87 respectively before diarrhea occurred. 
As for nitrogen its content (grms. per 100 c.c.) showed in clination to in- 
crease after B avitaminotic feeding. 


Remarks. 


It was my great regret to interrupt my animal experiment as well as 
my clinical experiment, because it was my first attempt to try much more 
clinical cases with different Arakawa’s reaction in human cases and to 
try to put more animals to B; avitaminotic feeding and then to: treat them 
with vitamin B,; administration for the purpose of testing the effect of 
vitamin B; on oxidation quotient in animal experiment. 


Conclusions. 


Though this is a preliminary report, I came to the following conclu- 
sions :— 

In Jactating mothers the administration of vitamin B; causes a decrease 
of oxidation quotient of the urine, even if Arakawa’s reaction will not 
improve. 

And I observed an increase of oxidation quotient in rabbits’ urine, 
when they were fed on B;-avitaminotic feeding. 


This work was carried out by a Grant from the Foundation for Pro- 
motion of Scientific Research of the Education Department. 
Prof. Akira Sato. 
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Beeinflussung des kolloid-osmotischen Drucks 
des Blutes bei Hochdruckkranken durch 
Muskelarbeit. 


Von 


Tadataka Miyamoto. 
(SA & #) 
(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. Kato, 
Tohoku Universitat zu Sendai.) 
(Received for publication, July 17, 1944) 

Uber den Einfluss der Muskelarbeit auf den kolloid-osmotischen 
Druck (k.o.D.) des Blutes bei gesunden Menschen hat Nisiyama” aus 
hiesiger Klinik zuerst eine eingehende Untersuchung angestellt und bereits 
dariiber berichtet. Nach ihm sind bei angestrengter Muskelarbeit das 
Eiweiss und der k.o.D. des Blutes in erheblichem Masse gesteigert, vor 
allem aber ist die Steigerung des letzteren bei weitem betrachtlich gegen- 
iiber derselben des ersteren, folglich nimmt der auf je 1% Eiweiss bezogene 
kolloid-osmotische Druck (Druck pro %) bedeutend zu. Diese Erhéhung 
des k.o.D. ist ausser als Resultate der Stoffwechselsteigerung auch als ein 
wichtiger Faktor fiir die prompte Erholung von der Ermiidung aufzufas- 
sen. Vermége dieser Druckerhéhung diirfte das Blut wohl in der Lage 
sein, sich von den Geweben das Wasser hinreichend und geschwind anzu- 
zichen und zugleich die Stoffwechselprodukte unverziiglich zu _trans- 
portieren, um dadurch die Erholung von der Ermiidung zu férdern. 
Spater habe ich gemeinsam mit Sugimoto eine Untersuchung iiber die 
Beeinflussung des k.o.D. des Blutes durch Muskelarbeit bei Erkrankungen 
des extrapyramidalen Systems ausgefiihrt und den Befund erhoben, dass 
sich der k.o.D. des Blutes dieser Kranken nach Muskelarbeit gewaltig 
erhéhte und die Wiederherstellung des vermehrten k.o.D. auf das An- 
fangsniveau weitaus verzégert gegeniiber derselben bei Gesunden zum 
Vorschein kam. 

Der fir das Leben und die Funktion des Organismus erforderliche 
Stoffwechse] erfolgt im wesentlichen durch Vermittelung des Wassers im 
Gebiete der Kapillaren. Was den Wasseraustausch zwischen Blut und 
Gewebe anbetrifft, so wird er hauptsachlich durch die physiko-chemische, 
wasseranziehende Kraft (k.o.D.) des Blutes und die rein mechanische, 
wasseraustreibende Kraft (Blutdruck) aufrechterhalten, deshalb ist es 
selbstverstandlich, dass der Stoffwechsel durch Steigerung und Senkung 
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des Blutdrucks oder des k.o.D. verschiedenartig beeinflusst wérden kann, 
Nakazawaund Izumi® massen den k.o.D. des Blutes Hochdruck- 
kranker,\ wobei sich Folgendes ergab: Bei Hypertonie ohne Nierenin- 
suffizienz liegt der k.o.D. des Blutes fast innérhalb des Bereichs der nor- 
malen Werte, in den Fallen, welche weder gedunsenes Gesicht noch spar- 
liches Odem an der Tibiakante zeigen, verschiebt sich der Wert mehr 
nach der oberen Grenze hin, dagegen bei solchen, welche leicht gedunsenes 
Gesicht oder Spur von Odem zeigen, mehr nach der unteren Grenze des 
normalen Werte hin, wenn die Nierenfunktion auch gar nicht herabgesetzt 
ist, wogegen bei solchen, welche markante Niereninsuffizienz mit sich 
bringen, der k.o.D. des Blutes viel niedriger als normal ist. 

Betreffs des Stoffwechsels der Hochdruckkranken gibe es bisher zahl- 
lose Untersuchungen von vielen Forschern, wie Peabody, Meyer und 
Du Bois,” Boothby und Sandiford,®» Grafe,® Handel,” Man- 
naberg®, Kisch,” Maurer und Siebert,’ Boas und Shepard,” 
Baur,” Herbst,’® Hayasaka,™ Iwai und Léwy, Hetenyi,™ 
Labbe und Denoyelle,!” Fritz und Paul,’ Mohler,” Peiser,™ 
Voegelin,™ Sida,” Kylin,?”» Gelmann,™ Lowenstein” u.a., 
und es ist eine strikte Tatsache, dass der Stoffwechsel Hochdruckkranker 
je nach dem Krankheitszustand mehr oder weniger gestért gefunden 
wird. 

Es kommt dann auf die Frage an, wie das Eiweiss und der k.o.D. 
des Blutes der Hochdruckkranken durch Muskelarbeit beeinflusst werden. 
Hieriiber liegen bisher noch gar keine Beobachtungen vor. Deshalb habe 
ich die vorliegende Untersuchung angestellt. 

Versuchsmethode. Zuerst bei 6 Gesunden (Kontrolle) und 
dann bei 14 Hochdruckkranken mit oder ohne Niereninsuffizienz wurden 
die Versuche vorgenommen. Die Versuchspersonen mussten friih mor- 
gens in niichterner Zeit, nachdem sie eine Stunde lang ruhig im Lehn- 
stuhl sassen, eine bestimmte Muskelarbeit ausfiihren. Diese bestand im 
Laufen auf einer Tretbahn 3 Minuten lang im Verhaltnis von 95 Meter 
pro Minute. Darauf wurden sie wieder ruhig im Lehnstuhl fiir 60 minuten 
gehalten. Die Blutentnahme geschah in fiinf Perioden: Die Ruhezeit 
vor der Muskelarbeit, unmittelbar sowie 15. 30 und 60 Minuten nach der 
Arbeit. Die Blutproben wurden von V. mediana cubiti ohne Stauung 
entnommen und der Hamoglobingehalt des entnommenen Blutes wurde 
mittels des Fleischl—-Miescher’schen Hamoglobinometers, der Serum- 
eiweissgehalt mit dem Pulfrich’schen Eintauchrefraktometer, der k.o. 
D. nach der Methode von Krogh und Nakazawa” bestimmt. 


l. Versuch an Gesunden. 


Die Resultate, die an 6 Gesunden gewonnen wurden, sind auf Tab. | 
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aufgetragen und Fig. | zeigt, bezogen auf den durchschnittlichen prozenti- 
schen Wert, die Veranderungen des Hamoglobin- und Eiweissgehalts und 
k.o.D. sowie Drucks pro % des Blutes vor und nach der Muskelarbeit. Der 
Serumeiweissgehalt nahm in unmittelbarem Anschluss an die Arbeits- 


TaBLeE I. 
Kontrolle. 





Zeit der Blutent- | #4moglobin |Serumeiweiss Druck pro % 


nahme 





; van | Diff. | 9, | Diff. (mm | Diff. 
pane? (8/dl) | in 9% | (%) | in 96 H,O) | in % 


Versuchs- 
Nr. 
Name, 
Geschlecht 
u. Alter 





Vor der Arbeit 7 
Direkt nach 


< 
e 


8,19 47,3 


d. Arbeit 9,27 51,7 
15 wv “w" ” 8,32 46,9 
30» » » | 8,19 47,8 
60 «v# ” " 8, 17 |— 47,8 





| 
| 
| 








Vor der Arbeit 8,41 46,8 
Direkt nach 

d. Arbeit 8,60 48,8 
15 wv ” w” | 8,41 | 47,4 
30 ww wet 7,96 | 46,8 








Vor der Arbeit 8,39 | 47,8 
Direkt nach 

d. Arbeit 9,07 50,1 
a «..6¢ « 8,45 48,0 
30 w ween 8,45 47,3 
60 ww wee 8,49 46,6 





Vor der Arbeit 8,19 
Direkt nach 
d. Arbeit +4 8,84 
So 2 2 8,21 
30 w ween 8,15 
60 w weer 





Vor der Arbeit 
Direkt nach 

d. Arbeit 
15 «vw ” ” 
30 ” ” ” 
60 w «“ ” 











Vor der Arbeit 
Direkt nach 

d. Arbeit 
155 w~ wew 
30 wv Za " 
60 wv “" " 











Durchschnitt 
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Fig. 1. Veranderungen des Eiweiss- und Hamo- beendigung in allen Fallen 
globingehaltes und des kolloid-osmotischen Drucks jn erheblichem Masse z : 
des Blutes der Gesunden bei Muskelarbeit. (Durch- . oe 


iduatmamnins ta: %) prozentuale Zunahme betrug 


im Mittel 7,7. Er neigte aber 

‘is IT nach 15 Minuten immer zu 

/ stiirmischer Abnahme und 

wk ; \ kam etwa auf den Anfangs- 

\ wert zuriick. Der k.o.D. war 

\ nach der Arbeitsleitsung aus- 

est Fo \ nahmslos stark gesteigert; die 

y Pt van _,  prozentuale Zunahme betrug 

of —— hierbei durchschnittlich 13,1. 

Da diese prozentuale Zu- 

«wi nahme des k.o.D. mehr als 

«—-—- Prozentuale Veranderung des k.o.D. dieselbe des Serumeiweisses 

. »» des Eiweisses. erhéht war, zeigte der Druck 

hese a < » des Drucks pro%. pro % auch eine deutliche 

—_—— . » des Hamoglobin. Zunahme (im Mittel 4,8%). 

| 7  Beginn und Ende der Muskelarbeit. Nach 15 Minuten waren der 

Vor der Muskelarbeit. k.o.D. sowie Druck pro % 

0 Direkt nach der Muskelarbeit. rapid herabgesetzt und zwar 

naherten sich beinabe dem 

Anfangswert. Der Hamoglobingehalt war nur in direktem Anschluss an 
die Beendigung der Muskelarbeit um 2% vermehrt. 








o——_—___—__. 


9. Versuch an Hochdruckkranken. 


a) Essentielle Hypertonie. 


6 Hypertoniekranke, deren Blutdruckwerte zwischen 170 und 215 
mm Hg lagen, wurden untersucht. Diese Patienten zeigten weder eine 
Spur von Odem noch gedunsenes Gesicht, wobei die Nierenfunktion durch 
Wasser- und Phthaleinversuch als normal bestatigt wurde. Die Resultate 
sind auf Tab. 2 and Fig. 2. wiedergegeben. 

In bezug auf die direkt nach der Muskelarbeit beobachtbare voriiber- 
gehende Zunahme des Hamoglobins, Serumeiweisses und des k.o.D. sowie 
Drucks pro %, wie aus dem Vergleich der Tab. 2 mit den Figg. 1 und 2 
hervorgeht, gibt es keinen nennenswerten Unterschied gegeniiber den- 
selben bei Gesunden, wahrend es ganz auffallend war, dass das Serumei- 
weiss und der k.o.D. nach 15 Minuten Hand in Hand eine noch viel 
starkere und rapidere Herabsetzung als dieselben bei Gesunden zeigten, 
wobei der Druck pro % und das Hamoglobin auch gleichen Schritt hielten. 
Mit anderen Worten, alle neigten nach 15 Minuten schon unter den Wert 











t 
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TaBLe II. 
Essentielle Hypertonie. 





Zeit der Blut- H amoglobin |Serumeiweiss ..0.D. Druck pro % 


entnahme 


(Min.) (g/dl) 





Diff. Diff. (mm _ | Diff. 


ss 
in % | (%) | in 94 H,O) | in % 


Versuchs- 
Nr. 
Name, 
Geschlecht 
u. Alter 











a 
w 


Vor der Arbeit 8,41 45,0 
Direkt nach 

d. Arbeit 8,82 , 45,3 
15 w wee 8,17 : 44,0 
30 wuwiee 8,10 f 43,8 
60 ww wu 8,15 ‘ 444 


ic) 

















Vor der Arbeit 15,08 9,03 49.4 
Direkt nach 
d. Arbeit 15,50 9,82 52,5 
1 ww w 4 15,08 8,94 0 49.8 
30 wwiee 15,08 8,78 48,9 
60 “ wee 15,08 8,92 51,1 














Vor der Arbeit | 14,94 7,85 46,2 
Direkt nach 

d. Arbeit 15,36 8,75 49,4 
os + * 14,80 7,93 44,6 
30 wv “ ” 14,80 7,89 t 43,8 
60 “ wit 15,08 7,50 44,8 








Vor der Arbeit | 15,08 7,81 
Direkt nach 

d. Arbeit 15,26 2} 9,01 48,5 
Sb «Fr «@ 14,94 8,00 345 43,1 
9S # w 14,91 7,93 307 38,7 
60 ww“ win 14,91 299 





Vor der Arbeit | 17,24 403 
Direkt nach 

d. Arbeit 17,53 6 438 
+s e+ 16,84 376 
30 vw w fu 17,36 , _ 384 





Vor der Arbeit | 13,36 359 
Direkt nach 

d. Arbeit 13,94 412 
So « w «@ 13,22 1,1 350 
30 ww win 13,36 351 
60 “ win 13,36 347 














15,14 384 
15,52 438 
Durchschnitt 14,98 371 
15,10 ‘ 362 
14,61 360 























vor Arbeitsleistung abzusinken; die prozentuale Abnahme des k.o.D. be- 
trug hierbei 3, 4, die des Drucks pro % 2, 9, die des Eiweisses 0,6 und die 
des Hamoglobins 1,0. Nach 30 und 60 Minuten neigten der k.o.D. und 
Druck pro % zu allmahlicher Abnahme, wogegen sich das Eiweiss und das 





298 T. Miyamoto 
B 2 = Fig. 2. Veranderungen des Eiweiss- und Ha- 
in in r ° 
Hamoglob - der Nahe des moglobingehaltes und des _ kolloid-osmotischen 


Anfangswer ts schwankten. Drucks des Blutes der essentiellen Hypertoniker 
bei Muskelarbeit. (Durchschnittswerte in %) 


b) Maligne Sklerose. 


8 Hypertoniker mit Nieren- 
insuffizienz, deren Blutdruck- 
werte zwischen 180 und 235 
mm Hg lagen, sind zur Unter- 
suchung gekommen, wobei es 
sich um maligne Sklerose han- 
delte, deren Diagnose klinisch 
vorsichtig festgestellt wurde. 
Die Versuchsresultate sind aus 
Tab. 3 und Fig. 3 ersichtlich. Prozentuale Veranderung des k.o. D. 

In unmittelbarem Ansch- . . dic taiien 
luss an die Beendigung der --- e »* des Drucks pro %. 
Arbeitsleistung trat die Ermii- é » des Hamoglobins, 
dung erheblicher ein und dau- al — = a see Muskelarbeit. 

. +: oO it. 
-— viel linger als normal. Der : Direkt dioica, 
Serumeiweissgehalt nahm di- A 
rekt nach der Muskelarbeit in samtlichen Fallen in erheblichem Masse zu, 
die prozentuale Zunahme betrug im Mittel 10,1. In darauffolgender Zeit 
neigte er allmahlich zur Abnahme, aber nach 15 Minuten zeigte er 
noch viel héheren Gehalt gegeniiber dem Anfangswert, wobei die pro- 
zentuale Zunahme im Durchschnitt 5,7 betrug; sogar nach 30 Minuten 
war die prozentuale Zunahme noch 3,3, und erst nach 60 Minuten kam 
er unter den Anfangswert. 

Der k.o.D. des Blutes war nach Arbeitsleistung sehr gewaltig gesteigert, 
die prozentuale Zunahme betrug hierbei durchschnittlich 17, welche im 
Vergleich mit derselben bei Gesunden oder essentiellen Hypertonikern viel 
héher war, und dann neigte er, wie sich das Serumeiweiss verhielt, zu 
allmahlicher Senkung. Nach 15 Minuten war er jedoch noch ziemlich 
hoch, indem er einen Mittelwert der prozentualen Zunahme von 9,4 
zeigte; selbst nach 30 und 60 Minuten blieb er meistens mehr oder minder 
héher als vor der Muskelarbeit. 

Wenn man nun die Zunahme des Eiweisses und des k.o.D. nach 
der Muskelarbeit miteinander vergleicht, so ist die prozentische Zunahme 
des letzteren mehr als dieselbe des ersteren héht, infolgedessen war der 
Druck pro % auffallend gesteigert. Dieser zeigte namlich einen so 
vermehrten durchschnittlichen Prozentsatz von 6,3. Obwohl dieser Druck 
pro % mit dem Zeitablauf allmahlich abnahm, so kam er dennoch nach 
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Taste III. 
Maligne Sklerose. 





id itine | Hamoglobin Serumeiweiss} _k. o. D. Druck pro % 


Blutentnahme 





Diff. Diff.| (mm | Diff.| (mm | Diff. 


= 
(Min.) | iA) in 9 in % | H,O) | in %| H,O) | in % 


Versuchs- 
Nr. 
Name, 
Geschlecht 
u. Alter 





Vor der Arbeit 356 40,7 
Direkt nach 

d. Arbeit 6,4 44,9 
6b w« wwii 384 42,0 
SO wnweem 8.88 : 365 41,1 


Z 
< 








Vor der Arbeit | 354 42,4 
Direkt nach 

d. Arbeit 45,1 
155 ww ww 373 43,6 
30 w " ” 42,2 


Vor der Arbeit | 347 41,3 
Direkt nach 

d. Arbeit 42,8 
5 «2 | 375 42,5 
30 ww ” 366 42,3 


Vor der Arbeit | 37,8 
Direkt nach 

d. Arbeit | 39,9 
B<«w$w 4 | + ‘ 39,2 
30 wv ” a 39,2 


Vor der Arbeit | 1: ‘ 40,6 
Direkt nach 

d. Arbeit 42,1 
SS #2 #« #f 42,0 
30 ww we 40,5 


60 ww we 


Vor der Arbeit 44,8 
Direkt nach 

d. Arbeit 
15 «# “"” - 46,0 
30 4“ «w f 43,2 
60 ” ” “" | 1g | 


Vor der Arbeit 
Direkt nach 

d, Arbeit 
3B war # 
30 wwe 
60 w wee 


Vor der Arbeit 
Direkt nach 

d. Arbeit 
SBS «£ # *# 
Ss. 2 
60 «w 7 ” 










































































Durchschnitt 
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Fig. 3. Veranderungen des Eiweiss- und Hamoglo- 30 und 60 Minuten noch 
bingehaltes und des kolloid-osmotischen Drucks des nicht auf das Anfangsniveau 
Blutes der malignen Sklerose bei Muskelarbeit. surtch 


, ae 9 
(Durchschnittswerte in %) Die Hamoglobinzu- 
nahme nach der Muskelar- 
beit war hierbei etwas 
starker als dieselbe bei Ge- 
sunden und _ essentiellen 
Hypertonikern, die durch- 
schnittliche prozentuale Zu- 
nahme war direkt nach der 


Ye 
+2 








“sf / Muskelarbeit 4,3, nach 15 
lj Minuten 2,1, und nach 30 
oF Minuten kam das Hamo- 
globin auf Anfangsniveau 
| zuriick. 
me 
«—-—« Prozentuale Veranderung des k.o.D. 
——— - » des Eiweisses. 
iiidionnsins s » des Drucks pro%. Uber die biologische 
o—___ btn » des Hamoglobins. Bedeutung der durch Mus- 
IT Beginn und Ende der Muskelarbeit. kelarbeit hervorgerufenen 
Vv Vor der Muskelarbeit. Veranderungen der Ha- 
F Direkt nach der Muskelarbeit. moglobin- und Ejiweisskon- 


zentration, des k.o.D. sowie des Drucks pro % im Blute bei gesunden 
Menschen hat Nisiyama schon in seiner Abhandlung"? auf Grund seiner 
Beohachtung und der in der Literatur niedergelegten Ergebnissen einge- 
hend erértert. Wir brauchen hier nicht naher darauf einzugehen. 

Nunmehr wollen wir kurz die Untersuchungsresultate bei Gesunden 
und bei Hochdruckkranken vergleichend betrachten. Vergleicht man 
zunachst die Werte im direkten Anschluss an die Arbeitsleistung bei essen- 
tiellen Hypertonikern mit denselben bei Gesunden, so ergibt sich, dass die 
Zunahme des Hamoglobin- und Serumeiweissgehalts und des k.o.D. sowie 
des Drucks pro % sowohl bei Gesunden als auch bei diesen Kranken an 
Grad beinahe gleich sind, wahrend die in darauffolgender Zeit beobacht- 
bare Senkung derselben bei letzteren viel stiirmischer als bei ersteren zutage 
tritt. Woher kommt dieser Unterschied ? 

Wie Nisiyama” bereits dariiber vielfach diskutiert hat, tritt im 
ermiideten Muskel die Verkleinerung der darin enthaltenen Eiweissmole- 
kiile, namlich die Veranderung im kolloidalen Charakter des Muskel- 
eiweisses ein und somit kommt die Erhéhung des Wasseranziehungsver- 
mégens desselben zum Vorschein, aber mit der Erholung wird diese Was- 
seranziehungskraft wieder abgeschwacht und das gebundene Wasser be- 
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freit; mit anderen Worten kann man sagen, dass im Muskel wahrend 
der Muskelarbeit eine Wasseraufnahme (Quellung) und nach der Been- 
digung der Arbeitsleistung eine Wasserabgabe (Entquellung) geschieht, 
wobei das Wasser selbstverstandlich die verschiedenen Stoffe, einschliesslich 
der Eiweisskérper, mit sich bringen muss. 

Es liegt also der Gedanke nahe, dass bei essentiellen Hypertonikern 
diese Wasserabgabe nach der Muskelarbeit viel rapider und hochgradiger 
zutage tritt, und dadurch die starkere Verdiinnung des Blutes folgt, was man 
von der Verminderung dgr Eiweiss- und Hamoglobinkonzentration leicht 
beurteilen kann. Aber wie aus Fig. 2 ersichtlich, die Abnahme des k.o. 
D. sowie des Drucks pro % sind viel erheblicher als dieselbe des Eiweisses 
und Hamoglobins; diese Tatsache erklart sich von selbst die relative Zu- 
nahme der grobdispersen, weniger osmoaktiven Eiweissteilchen im Blute. 

Das Wesen der essentiellen Hypertonie ist noch nicht vollstandig er- 
klart, es is jedoch tiber jeden Zweifel gehoben, dass die betreffenden 
Kranken mehr oder minder die Stérung der inneren Sekretion und des 
vegetativen Nervensystems und in gewissem Grade die Funktionsstérung der 
Leber aufweisen,. Es ist bereits von einer ganzen Reihe von Forschern, wie 
Senshu,?” Henriques und K lausen,””"Kerr, Hurwitz und Whip- 
ple,” Smith, Belt und Whipple,™ Jones und Smith,*” an hiesi- 
ger Klinik Nakazawa und Saito, Kasugai,*® Horikawa,™® 
Onozaki,® Yasuda, Fukuhara*” u, a., nachgewiesen worden, dass 
die Blutdiisen, das vegetative Nervensystem und die Leber mit der Blutei- 
weiss- sowie Kolloidosmo-Regulierung in sehr inniger Beziehung stehen. 
Aus dem Gesagten kann man vielleicht die oben angefiihrte relative 
Zunahme der weniger osmoaktiven Eiweissteilchen im Blute nach der 
Muskelarbeit bei essentieller Hypertonie einerseits auf die Funktionsstérung 
der eben erwahnten kolloidosmoregulierenden Organe, andererseits auf 
die Tonusveranderung der vegetativen Nerven zuriickfiihren. 

Demniachst werden die Veranderungen des Hamoglobin- und Eiweiss- 
gehaltes und des k.o.D. sowie des Drucks pro % des Blutes nach der Muskel- 
arbeit bei maligner Sklerose in Frage gestellt; wie aus dem Vergleich der 
Fig. 3 mit der Fig. 1 hervorgeht, sind die Veranderungen hierbei sehr auf- 
fallend. Im direkten Anschluss an die Arbeitsleistung zeigen das Serumei- 
weiss und der k.o.D. sehr markante Zunahme, wobei aber die des letzteren 
viel starker als die des ersteren zutage tritt, weshalb der Druck pro % noch 
mehr als bei Gesunden erhéht gefunden wird. Das Hamoglobin nimmt 
auch etwas starker als bei Gesunden zu. In darauffolgender Zeit neigen die 
zugenommenen Daten alle zusammen zu allmahlicher Abnahme, aber die 
Wiederherstellung derselben, auf das Anfangsniveau ist bei weitem ver- 
zogert. Um es kurz zu sagen, handelt es sich um eine starkere und lang- 
dauernde Zunahme. 











302 T. Miyamoto 


Wie lassen sich derartige Veranderungen erklaren? Hierbei kommt 
zuerst die starke Ermiidung, die nach der Muskelarbeit bei maligner 
Sklerose in Erscheinung trat, in Betracht. Wie Nisiyama!) meinte, 
vollziehen sich bei hochgradiger Ermiidung die durch Muskelarbeit her- 
vorgerufenen chemischen Veranderungen, namlich die Anhaufung der 
Milchsdure und Phosphorsaure, die vermehrte CO2-Spannung und der- 
gleichen, sowohl im Muskel als auch im Blute recht intensiv; es kénnten 
sich einerseits hier durch vermehrte Spaltung der in Geweben und Or- 
ganen befindlichen Eiweisstoffe a Eiweissteilchen kolossal 
entstehen; es ware andererseits zu erwarten, dass diese kleinmolekulare 
osmoaktive Eiweisskérper, da der erkrankte Organismus hierbei der 
Fahigkeit, den Ubertritt derselben ins Blut zu regulieren, ermangelt, ins 
Blut mobilisiert werden kénnen, womit die starke und langdauernde 
Zunahme des Serumeiweisses und des k.o.D. sowie des Drucks pro % des 

. Blutes leicht erklarbar sind. Die Hamoglobinvermehrung war bei malig- 
ner Sklerose etwas héher als dieselbe bei Gesunden, was selbstverstandlich 
nichts anderes als Bluteindickung infolge von vermehrter Perspiration bei 
starker Ermiidung sein kann; diese Bluteindickung kann auch die Zunahme 
des Serumeiweisses zur Folge haben. Aus dem Gesagten sind zugleich die 
verzégerte Wiederherstellung des Eiweiss- und Hamoglobingehalts, des 
k.o.D. sowie des Drucks pro % nach der Muskelarbeit bei maligner Sklerose 
erklarlich. 

Zu Gunsten dieser Annahme haben Nakazawa und Izumi*® und 
Sida* an hiesiger Klinik bereits nachgewiesen, dass bei maligner Sklerose 
die Regulation des intermediaren Wasseraustausches und des k.o.D. des 
Blutes betrachtlich gestért sind. 


Schluss. 


1. Bei essentieller Hypertonie nehmen das Eiweiss, der k.o.D. sowie 
der Druck pro % des Blutes in unmittelbarem Anschluss an die Beendigung 
der Muskelarbeit erheblich zu, diese Zunahme sind aber im Vergleich mit 
denselben bei Gesunden an Grad beinahe gleich, wahrend die in darauffol- 
gender Zeit vorkommende Senkung derselben viel stiirmischer als dieselbe 
bei Gesunden ist. 

2. Bei maligner Sklerose zeigen das Eiweiss, der k.o.D. und der 
Druck pro % des Blutes im direkten Anschluss an die Arbeitsleistung sehr 
markante Zunahme, und neigen in darauffolgender Zeit alle zusammen zu 
allmahlicher Abnahme, aber die Wiederherstellung derselben auf das 
Anfangsniveau ist bei weitem verzégert. 


Zum Schluss méchte ich Herrn Prof. F. Nakazawa fiir seine freundliche 
Leitung meinen herzlichen Dank aussprechen. 
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Several reports attacking the question relating to the action of the 
liver on the blood lactic acid have been brought forward from our Labo- 
ratory. But now a question has been raised of influence of the splenic 
functon upon the increased blood lactic acid. It has been pointed out 
by Mark®, that the tolerance of the splenectomized animals to glucose 
becomes low, and without enumerating the facts which indicate that the 
spleen has some influence on the carbohydrate metabolism, it may be 
considered that the organ has also some effect on the increased blood 
lactic acid naturally, whatever the lactic acid and sugar content in the 
blood may not change in parallel.® 

Concerning the relation of the spleen and the blood lactic acid con- 
tent, Tanaka*) summarized from his experimental data obtained in the 
splenectomized rabbits that a slight increase of the lactic acid in the blood 
occurred only a week after the operation. On the contrary Dienerstein 
and Geness® observed a distinct decrease of the lactic acid content in the 
blood after splenectomy in dogs. 

To settle this question, we have tested an influence of the splenectomy 
on the increased blood lactic acid content caused by an intravenous injec- 
tion of lactate solution. 


Method: 


Well nourished rabbits were used, and 24 hours before the lactate injection 
no food was given. The animal was fastened in dorsal situation on a table 
which was warmed by electric lamp during operation and experiment. The 
spleen was extirpated through a 2-3 cms incision on the abdominal wall under 
non-anesthesia, and the wound was sewed up. For the experiment, a small 
glass cannula was connected into the right carotid artery, and a large cannula 
associated with two valves inserted into the trachea in order to obtain the samples 
of expired air. 

Fifteen per cent solution of sodium lactate was given slowly into the marginal 
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ear vein in a dose of 2.5 cc per kilo body weight. Then about 2 cc of the blood 
specimen was drawn through the carotid canula at regular intervals as 5, 15, 30 
and 60 minutes after the injection. 

Each | cc out of the specimen was used for the estimation of the lactic acid 
content and the remainder for the carbon dioxide measuring. Inawashiro- 
Hayasaka’s method® was employed for the lactic acid estimation, and the 
carbon dioxide in the blood was measured by the Van Slyke’s apparatus. The 
oxygen consumption was estimated by means of the Haldane’s gas analysis 
apparatus on the expired air collected through the tracheal cannula into a large 
wet-spirometer. ' 


EXPERIMENTAL RESULTS. 


Experimental results will be arranged in five groups. 


1. Control Experiment. 


Firstly, 5 rabbits were used for the control experiment, in which the spleen 
was not extirpated but a mimic’ operation only was performed. 

Two hours after the mimic operation, the carotid blood was drawn in an 
amount of about 2 cc and the lactate solution was injected intravenously. 5, 15, 
30 and 60 minutes after the injection the carotid blood samples were taken re- 
peatedly. The expired air was collected simultaneously. The pulse and re- 
spiratory rate were counted from time to time. 

The lactic acid in the blood collected before the lactate injection was 28.0 
mg % in the mean of these 5 rabbits and its range of variation 24.4—34.1 mg¢. 
Those in the blood taken 5 minutes after the injection were 49.1 mg % and 43.1 
62.4 mg %, the increased ratio to the initial values being about 80° and 30- 
160% respectively. Thereafter it turned to recover, 15 minutes after the injec- 
tion the mean became to 38.7 mg % and the range 31.5—47.6 mg %, the increased 
ratio being 40 (20-95) % and 30 minutes after the injection the mean was 32.8 
mg % (30.2-47.6 mg %), that is, about 2094 (4-50%) as the increased ratio, 
An hour after the injection the mean was 29.7 mg % (27.0-32 8 mg %), the in- 
creased ratio being only 7% (6—34%) of the initial. In 4 out of these 5 cases 
the increased lactic acid due to the lactate injection recovered almost completely 
within an hour and in one it delayed a little. 

Concerning the oxygen consumption, the initial value was 18.4 cc per 
minute in the mean of 5 cases and its range 14.1-23.3 cc per minute. 5 minutes 
after the lactate injection it increased about 30% of the initial, i.e. 24.6 cc per 
minute, the range of it being 15.5-34.4 cc per minute. It recovered thereafter 
gradually, became 30 or 60 minutes after the injection almost the same with the 
initial value. 

The blood carbon dioxide content increased about 20% of the initial in the 
mean 5 minutes after the lactate injection. That is, its mean value 47.6% before 
the injection, fluctuating between 42.7-50.1%, and 5 minutes after the injection 
it was augmented to 56.8%. Thereafter it recovered gradually and 30 or 60 
minutes after the injection it reached nearly to the initial content. 

By the way the hemoglobin content in the blood was estimated by Sahli’s 
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hemometer in these cases. Hemoglobin content before the lactate injection 
was about 16-17.5 grms. per 100 cc blood, but after the experiment i.e. 60 or 
more minutes after the injection it decreased to 12-15 grms. 

Heart rate increased after the lactate injection, but 30 or 60 minutes later it 
recovered completely. The respiratory frequency decreased a little or did not 
alter so much after the injection. 


The sum of the matter is that the most noticeable change was obser- 
ved always at 5 minutes after the lactate injection, the blood lactic acid 
increasing about 80% of the initial and recovering completely within an 
hour in most cases. The maximum increase of the oxygen consumption 
was about 30% and that of the blood carbon dioxide about 20% in the mean 


of 5 cases. 


2. Experiment two hours after the splenectomy. 


In the next group, 10 splenectomized rabbits were used, and the lactate 
solution was administered intravenously two hours after the extirpation of the 
spleen. The other procedure was the same with that in the former control ex- 
periment. 

The blood lactic acid content before the lactate injection was 23.0-65.6mg%, 
in the mean 32 mg %. 

In one case out of ten, the initial value was very high, i.e. 65.6 mg %,. 
This case was an exceptional, and the mean of the remaining 9 cases was 32 mg °% 
and the range 23.0-44.4 mg %. In that exceptional case the blood lactic acid 
increased only 10% or so after the lactate injection and that high level lasted so 
long as 14 hours after the injection. The figures of this case shall be excluded 
hereafter from calculation of the mean and of its range, however the influence of 
this omission on the mean of remaining 9 cases was insignificant. 

The blood lactic acid of this group was nevertheless greater than that in the 
control experiment. But it is too hasty in deciding that it will be due to the 
splenectomy. 

In this group excluded one exception, 5 minutes after the lactate injection 
the lactic acid increased markedly. The mean of 9 cases was 72.1 mg %, its 
range 58.5-81.0 mg %, the mean ratio of increase being 130% (80-210%), 10 
minutes later the ratio decreased to about 100% (30-200%). In only one case 
the maximum lactic acid content was measured at 15 minutes after the injection, 
but in remaining 9 cases the maximum was observed always at 5 minutes after 
the lactate injection. 

The increased lactic acid turned thereafter to recover, but in almost all 
cases it did not return to the initial level within an hour; that is, it remained yet 
44.6 mg % in the mean and 25-70 mg % in the range. The increased ratio 
was about 40% of the initial. 

The oxygen consumption, which was 19.8 cc in the mean and 15.4—31.1 cc 
per minute in the range before the lactate injection, thus being a little greater 
than that of control animals, increased 5 minutes after the injection to 28,.8cc and 
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19.3-42.8 ce per minute respectively. The average ratio of increase was about 
5094 (20-90%) of the initial. Thereafter it recovered step by step and 60 or 
more minutes after the injection it returned to almost the initial value. 

The blood carbon dioxide before the injection was about 55% in the mean, 
ranging between 48.3-64.5%. These figures are also greater than those in the 
control animals, After the injection it increased also, but the grade was almost 
the same with that in the control experiment, the mean actual figure was 61.4% 
at 5 minutes after the injection, the ratio of increase amounting to about 10% 
of the initial. Within 30 or 60 minutes after the injection it recovered com- 
pletely. 

The hemoglobin content in the blood before and 60 or 90 minutes after 
the lactate injection was estimated in 7 cases out of 10. It reduced from 15-16 
grms. per 100 cc blood to 13-14 grms. during the experiment. The initial 
hemoglobin value, namely the value two hours after the splenectomy was a 
little smaller than that of the control experiment. 

The heart rate increased always after the lactate injection, sometimes it 
recovered within 15 or 30 minutes, sometimes its increased rate remained 60 
or more minutes later. Alteration of the respiratory frequency was not uniform. 


In comparison of these results with those in control group, we find 
that the blood lactic acid, oxygen consumption and the blood carbon- 
dioxide increased two hours after the splenectomy. In these splenectomiz- 
ed rabbits, the increase of the blood lactic acid due to the lactate injection 
was quite greater than that in the control animals and its recovery retarded 
correspondingly. 

The increase of the oxygen consumption of the group was a little 
greater than that of the control animals. The ratio of increase of carbon 
dioxide in the blood after the lactate injection was almost the same with 
that in the control animals practically, though the actual value was rather 
greater as above described. 


3. Experiment 7 days after the splenectomy. 


Six splenectomized rabbits were used for lactate injection a week after 
extirpation of the spleen. The body weight of these animals reduced much or 
less (1-12%) during this interval. The hemoglobin content in the blood which 
was estimated in 4 rabbits out of 6 was 15.4, 16.2, 15.9 and 17.6 grms. per 100 
ce before the splenectomy and 15.4, 15.4, 14.5 and 17.5 grms. soon before the 
lactate injection. That is, it reduced a little during 7 days in two cases, and did 
not alter in the remaining two cases after the splenectomy. 

The lactic acid content in the blood before the lactate injection was 25.7- 
39.5 mg %, the mean 31.2 mg % in 6 cases. It was a little higher than that in 
the control experiment. That is, a week after the splenectomy the ‘blood lactic 
acid became a little high. The actual content of the lactic acid in the blood 
collected 5 minutes after the lactate injection was 43-82 mg °%,, the mean 67 mg °%. 
The ratio of increase was 67%-160 %, in the average about 120% of the initial. 
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These figures are almost the same with those obtained in the second group, 
namely the acute experiment. Thereafter it turned to recover, but an hour 
after the lactate injection it remained yet at the high level such as 39 mg%, i.e. 
120% of the initial content in the mean. Thus, as to recovery of the increased 
lactic acid, it delayed clearly in comparison with that in the control experiment, 
though it was faster than that in the acute experiment. 

The oxygen consumption before the lactate injection was 19.6 cc perminute 
in the mean, 14.4—27.6 cc in the range. This figure was almost the same with 
that of acute experiment, but a little higher than that of non-splenectomized 
rabbits. 5 minutes after the injection it increased until 26.7 cc in the mean and 
18.5-35.5 cc in the range, the grade of the increase was 36% and 20-60%. 
This increased ratio was quite similar with those in the control and in the acute 
experiment, that is, we could not find any practical difference among the groups 
above described as to the recovery of the increased oxygen consumption. 

The carbon dioxide in the blood was about 54% in the mean, 41-67% in its 
range before the lactate injection. It is quite the same with that of acute ex- 
periment, but higher than that of not-splenectomized control group. The 
carbon dioxide increased much or less 5 minutes after the lactate injection, that 
is, 62% in the mean and 46.5-—70 8% in the range, showing the increased ratio 
of about 20% in the mean (6-44%). But 30 minutes after the injection itre- 
covered completely. These results concerning the blood carbon dioxide were 
quite the same with those obtained in the acute experiment. 


4. Experiment 14 days after the splenectomy. 


It was used also six splenectomized rabbits two weeks after the operation. 
The body weight of these animals was reduced about 10% in 4 cases during two 
weeks after the splenectomy, but in the remaining two it showed no decrease. 
Before the splenectomy the hemoglobin content in the blood was 13.2—16.2 grms. 
per 100 cc, two weeks after the operation it decreased about 10% in 4 cases and 
it did not alter in 2 cases. In the latter two cases the hemoglobin content was 
rather small from the outset, that is, 13.2 and 14.8 grms. were the figures. 

The lactic acid content in the blood before the lactate injection was 18.5 
mg °% in the mean, 11.5-24.5 mg % inthe range. It was very low compared with 
that of the former 3 groups. It is never the seasonal variation. As to this low 
value, it will be discuss later. By the lactate injection, the blood lactic acid in- 
creased until 45-79 mg %, averaging about 60 mg %; the ratio of increase was 
96-460%, the mean about 26 % of the initial. These maximum values were 
obtained 5 minutes after the lactate injection and thereafter it decreased gradual- 
ly, but an hour after the injection it was still higher than the initial value, that is, 
15.5-45 mg %, the mean 28.7 mg %. Though the last actual figure was quite 
similar with the normal content, the increased ratio was yet 14—222%, the means 
64% of the initial. 

The oxygen consumption of this group before the lactate injection wa 
21.8 cc per minute in the mean and 17.4-26 cc in its range; it was greater than 
those in the former two splenectomized groups. 5 minutes after the injection it 
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increased to 28.7 cc in the mean, 20-35.6 cc per minute in the range, the increased 
ratio being 11-55%, mean 33% of the initial. This maximum value was ob- 
served always 5 minutes after the injection, and it recovered completely or re- 
mained still at a little high level as 10% or so an hour after the injection. Thus, 
we observed the grade and the recovery of the increased oxygen consumption 
were quite similar with those of the groups described above. 

The carbon dioxide in the blood of these splenectomized rabbits was 42.2- 
66.5%, mean 52.4%. This figure was almost the same with that obtained in 
former splenectomized groups. By the lactate injection it increased to 50.6- 
70.5%, mean 59.1% 5 minutes later, then recovered gradually and 30 minutes 
after the injection it retained almost the initial content. 


5. Experiment 17-111 days after splenectomy. 


Six splenectomized rabbits were used in this group. The first rabbit was 
used 17 days after the extirpation of the spleen. The body weight before the 
operation was 2.45 kilos and that on the day of experiment 2.36 kilos. The 
hemoglobin content in the blood was 14.2 grms. per 100 cc blood before the 
operation and 12.5 grms. on the day of experiment. The blood lactic acid 17 
days after the splenectomy was 19.4 mg % and 5 minutes after the lactate injec- 
tion 66.5 mg %. The increased ratio was 24.3% of the initial. It recovered 
thereafter step by step, but an hour after the injection it remained yet higher 
than the initial, the actual value being 29.5 mg % and its increased ratio 52%. 
The oxygen consumption increased from 22.1 cc to 36.2 cc per minute by the 
lactate injection, and though it tended slightly to recover the increase lasted an 
hour or so. The carbon dioxide in the blood was measured only twice in this 
case, before the injection it was 40.2% and 5 minutes after the injection 46.3%. 

The next two rabbits were used three weeks after the splenectomy. The 
body weight on the day of experiment was a little lighter than that before the 
splenectomy in both cases. The blood lactic acid was 27.5 and 16.0 mg % before 
the lactate injection and 62.0 and 46.0 mg % 5 minutes after the injection re- 
spectively. The increased ratio was 115 and 188% of the initial. It turned to 
recovery thereafter and 30 minutes after the injection it became 28.0 and 18.5 
mg %, the increased ratio only 2 and 16% to the initial value respectively. By 
the lactate injection the oxygen consumption increased from 18.5 and 17.8 cc to 
27.1 and 23.8 cc per minute, the ratio of the increased being 46 and 34% to the 
initial consumption. The carbon dioxide in the blood increased; the initial was 
53.5 and 49.0%, 5 minutes after the injection it was 66.7 and 62.5%. The in- 
creased ratio was 25 and 28% of the initial. 

The last three rabbits were used for the lactate injection 3 months or more 
after the splenectomy. The body weight at the day of experiment was a slight 
lighter than before the operation. The hemoglobin content in the blood was 
not measured before the splenectomy, but on the day of experiment it was 16.5, 
15.6 and 13.4 grms per 100 cc of blood. The lactic acid in the blood before the 
lactate injection was 24.4, 30.2 and 37.3 mg %. These figures are almost the 
same with those of the control animals. By the lactate injection it increased 
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until 65.6, 72.6 and 72.6 mg %, that is increased ratio 169, 140 and 95% of the 
initial. These maximum contents were observed 5 minutes after the injection, 
and thereafter it returned gradually. 30 minutes after the injection it was 46.3, 
70.1 and 58.5 mg %. In one case the lactic acid was not measured 60 minutes 
after the injection, in the remaining two cases it was 25.7 and 55.9mg %. The 
figures of oxygen consumption were 14.6, 11.2 and 19.7cc before the lactate in- 
jection and 21.0,11.3and 21.7 cc per minute 5 minutes after the injection 
respectively, thus in one case it did not alter at all. The carbon dioxide in the 
blood did not alter also in the same case, but in the remaining two rabbits it in- 
creased from 47.2 and 50.8 to 89.3 and 56.5%. The increase of the oxygen 
consumption and of the blood carbon dioxide which were caused by the lactate 
injection disappeared practically during 15 or 30 minutes after the injection in 
these three rabbits. 


To sum up these results obtained in the last group, i.e. the chronic 
experiments, the blood lactic acid before the lactate injection, that is, 17- 
111 days after the splenectomy was 25.8 mg % in the mean and 16.0-37.3 
mg % initsrange. It was a little lower than or almost the same with that 
of control experiment. 5 minutes after the lactate injection it increased 
to 64.2 mg % in the mean of 6 cases, the increased ratio being 160 % of 
the initial. Thus, the ratio was much greater than that of control experi- 
ments. ‘ 

The oxygen consumption before the lactate injection was 17.3 cc per 
minute in the mean. It was a little smaller than that of the control. 
5 minutes after the injection it increased up to 23.5 cc per minute and it 
recovered almost completely 60 minutes after the injection. 

The mean carbon dioxide in the blood before the lactate injection was 
47.5%, this figure quite agreed with that of the control animals. After 
the lactate injection it increased until 61.2%, but soon later it recovered 
almost completely. 


These all results obtained in 5 groups will be compared again each 
other and summarized in Table 1. The mean in the column of the in- 
creased ratio, of course, is not based on the averaged values, but calculated 
from the ratios in every experiment. 

It is noticeable that the blood lactic acid of rabbits used for acute 
experiment i.e. two hours after the splenectomy was the greatest, and that 
in rabbits used a week after the splenectomy followed up it. On the 
contrary the value obtained in rabbits used two weeks after the splenectomy 
was the lowest and far lower than that in the control group i.e. non-splen- 
ectomized rabbits. The mean value in the chronic experiment i.c. the 
rabbits used 17-111 days after the splenecetomy was only slight lower than 
or almost the same with that in the control group. That is, it seems that 














T. Miyamote 






































TABLE I. 
r Mean & averaged increased ratio 
4 z before and after the lactate 
Group of experiment 2 = injection 
& 
Z %| before | ¥ after} 15 30’ 60’ 
mg % 
1 { Non-splenectomized, 5 28.0 49.1 38.7 32.8 29.7 
3 increased ratio (%) +79 |+40 |+ 18 | + 7 
ra) (? hours after splenectomy 9 32.0 72.1 63.0 51.9 44.6 
2 increased ratio (2) +133 | +105 | + 68 | + 4! 
 ]/3f1 Week after splenectomy 6 31.2 67.4 54.5 43.6 39.1 
3 }} \ increased ratio (6) +117 | + 73 | + 39 | + 23 
& }|4f2 Weeks after splenectomy, 6| 185 | 595 | 444 33.3 | 28.7 
2 increased ratio (%) +258 | +168 | + 97 | + 6&4 
4 || 17-111 days after splenect., 6 | 258 | 642 | 51.7 | 440 | 303 
increased ratio (%) +160 | +10 | + 69 | + 17 
1 get epee) 5 | cce/min| 24.6 21.2 19,7 18.1 
sf increased ratio (2) 184 | + 32 }/+14}|+ 5 }]— 2 
» o{2 hours after splenectomy, 9 19.8 28.8 24.6 22.3 20.1 
Fa increased ratio (22) +47 [+26 [+15 | + 3 
2 3fl Week after splenectomy, 6 19.6 26.7 23.5 21.5 20.3 
8 increased ratio (% + 36 | + 22 | + 11 + 12 
S 2 weeks after splenectomy, 6 21.8 28.7 26.5 25.0 24.0 
= increased ratio (2%) + 33 |/+ 23 |+ 144 /)4+ 11 
© \\-f17-111 days after splenect., 6 17,3 23.5 21.3 19.5 19.9 
increased ratio (2%) + 33 | + 21 [+ 11 | + 6 
¥ [,{Non-splenectomized, 5 %e 56.8 54.4 49.8 48.5 
8 increased ratio (% 476 |+20|+15 |+ 5 |+ 2 
& | /2f2 hours after splenectomp, 9 54.9 614 58.3 55.9 54.7 
- increased ratio (%) +12{[+ 6 |+ 2 0 
“a } gf} week after splenectomy, 6 54,1 62.0 57.8 54.2 54.6 
e increased ratio (2%) +18 | + 7 0 0 
% 
a 2 weeks after splenectomy, 6 52.4 59.1 56.9 53.4 52.5 
b increased ratio (2% ) +13 |+ 9|+ 2 0 
s 17-111 days after splenectomy, 6 47.5 61.2 55.0 52.7 51.5 
g increased ratio (% +29 /+13 |+ 8 | + 3 














the lactic acid in the blood may increase at first after extirpation of the 
spleen, then turn to remarkable decrease about 2 weeks later and further 
later it will be recovered. 

Dienerstein and his co-worker stated a decrease of the blood lactic 
acid in dogs after the splenectomy,® but according to Tanaka’ experi- 
ment, it was described as 12.32 mg before the splenectomy, 14.56 mg a 
week after the splenectomy and 11.68 mg a week further later in the mean 
of 6 rabbits.” The Tanaka’s result was somewhat alike with us. 

By the lactate injection the blood lactic acid content was raised, 
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markedly in the splenectomized as well as the non-splenectomized rabbits 
but the increase in absolute value as well as in ratio was in the splenectomiz- 
ed rabbit always far stronger than in the non-splenectomized one. Especial- 
ly in rabbits splenectomized two weeks prior the blood lactic acid was 
augmented about 3.6 times of the initial. The recovery of the increased 
lactic acid delayed accordingly in the splenectomized rabbits. It is well- 
known that the tolerance to glucose is low in the splenectomized animals,” 
but it was now decided that the tolerance of the splenectomized rabbits 
to the lactic acid is also quite low. 

The oxygen consumption of the splenectomized rabbits tended to in- 
crease, but some weeks later it diminished on the contrary. Asher and 
Danoff” reported an increase of the oxygen consumption in rats, but in 
the present cases in reabbits the increase was about 20% at the maximum 
which was observed 2 weeks after the splenectomy. 

After the lactate injection the oxygen consumption increased about 
30-50 %. In the acute experiment, the grade of the increase was greater 
than that in others. But in the other splenectomized groups, any signifi- 
cant difference could not be demonstrated between them regarding the 
increase and the recovery of the oxygen consumption. That is, in those 
animals, without reference to the remarkable increase of the blood lactic 
acid due to the lactate injection, the oxygen consumption increased in 
only about the same grade with that in the non-splenectomized animals. 

Per cent of the carbon dioxide in the blood increased decidedly after 
the extirpation of the spleen, but 3 weeks or more after the operation it 
was almost the same with that in the control animals. The recovery of 
the increased carbon dioxide caused by the lactate injection was almost 
the same in the splenectomized and in the control rabbits. 

Thus, we see now that in spleenless animals after the administration 
of lactate the lactic acid content of the blood increases enormously without 
being followed by corresponding increase of the oxygen consumption. 
This fact suggests that the spleen may excite the function of the liver hu- 
morally by secreting a certain substance, which accelerates the elimination 
or resynthesis of the lactic acid in the liver under increased oxygen use. 
A deficit of this substance due to splenectomy would bring about the 
lowered tolerance to the lactic acid. 

The relatively slight increase of lactic acid content in the blood after 
lactate injection accompanied by significant augmentation of the oxygen 
consumption in animals experimented on within a week after the splenec- 
tomy, compared with those used after two or more weeks may probably 
due to the gradual mobilization of some depots in tissues of the supposed 
substance secreted from the spleen before its extirpation. The tendency 
of the increased blood lactic acid to diminish lately suggests that some com- 
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pensation process for the lost splenic function comes into action from other 
organs of the reticuloendothelial system. 


SUMMARY. 


In the present investigation, it was observed the alteration of the 
blood lactic acid (estimated by Inawashiro-Hayasaka’s method) 
oxygen consumptior. (utilized Haldane’s gas analysis apparatus) and of 
the blood carbon dioxide. (by means of Van Slyke) after extirpation of the 
spleen in rabbits. 

The content of the lactic acid in the carotid blood which was estimated 
2 hours and a week after the splenectomy increased a little, but 2 weeks 
after the operation it decreased significantly, and 3 weeks or more after 
the splenectomy it returned to almost the same value with that of the con- 
trol experiment. 

The oxygen consumption increased a little after the splenectomy, and 
3 weeks or more later it returned to about normal value. 

The carbon dioxide in the arterial blood increased during 2 weeks or 
so after the extirpation of the spleen, but it returned to the normal content 
3 weeks or more after the splenectomy. 

Fifteen per cent solution of sodium lactate was given intravenously in 
the splenectomized as well as in the non-splenectomized rabbits. The 
splenectomized animals were used 2 hours, 7 days, 14 days and 17-111 days 
after the operation. The blood lactic acid content, the oxygen consump- 
tion and the blood carbon dioxide were measured at 5, 15, 30 and 60 
minutes after the lactate injection. 

The lactic acid increased markedly in the splenectomized rabbits, 
and its grade was far stronger than that in the non-splenectomized one, and 
the recovery of it delayed accordingiy. That is, tolerance to the lactic acid 
became low decidedly after the splenectomy. 

"Regardless the splenectomy, the increased oxygen consumption due to 
the lactate injection was almost of the same grade with that observed in the 
control experiment. 

As to the increase of the blood carbon dioxide after the lactate injec- 
tions, there was no definite difference between the control and the splenec- 
tomized rabbits. 


CONCLUSION. 


The spleen has an action, probably by humoral way, to accelerate the 
elimination or resynthesis of lactic acid in the liver. Lack of it causes the 
lowering of the tolerance to lactic acid. 
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Introduction. 


Has vitamin B (B; is meant throughout the article) in human body 
any concern with uric acid excretion in urine? Concerning this question 
there are few conclusive opinions, so far as I know. Here I shall quote 
the results of some experiments performed concerning uric acid excretion 
of animals made experimentally B-avitaminotic, which pointed to a cer- 
tain relationship between vitamin B and urinary uric acid content. In 
1923 Adachi” reported that dogs fed on B-avitaminotic diet had an in- 
creased excretion of uric acid in urine during their long-timed B-carence 
and its later period especially. In 1924 Collazo* observed that, when 
dogs were fed on B-avitaminotic diet, uric acid content of their urine in- 
creased during their long time of B-hunger, although it decreased during 
the last period before death. In the same year Kudrjawzewa® also 
recognized that rabbits fed on diet deficient in vitamin B had an increased 
excretion of uric acid in urine. Further, in 1928 Lawrowand Matzko” 
reported that hens had an increased uric acid output in urine when they 
were fed on polished rice, i.e. on B-avitaminotic food. 

Additional remarks :— 

Kakiuchi® cites in his book Simonnet’s® reports that pigeons fed 
on B-avitaminotic diet had an increased excretion of uric acid in urine, but 
to my great regret I was unable to find such a report in Simonnet’s 
original. 

From these reports, it is probable that also in human beings there will 
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be a certain relation between vitamin B and urinary uric acid content, 
So I attempted to attack the problem from a new point of view: _ I inves- 
tigated the relation between uric acid content of lactating mothers’ urine 
and their Arakawa’s reaction. * 

In general, Arakawa’s reaction of mothers’ milk is directly related 
with the state of vitamin B supply in the body. In other words, mothers 
who secrete milk negative to Arakawa’s reaction are generally in a state 
of vitamin B deficiency. This close relation has already been shown by 
a number of papers from our Laboratory, among which I may mention 
only a few references?-, The present paper is the outcome of my own 
investigation. 


Materials and Method of Investigation. 


1. Subjects of my investigation :— 

Apparently healthy lactating mothers of breast-fed patients who visit- 
ed our Dispensary during morning hours. I examined their milk with 
Arakawa’s reagent in each case. Urine was obtained from these mothers 
for the estimation of uric acid content. 

2. For the quantitative estimation of uric acid in urine I employed 
Pincussen’s® modification of Folin-Shaffer’s method. 

Principle of the method :— 

Uric acid is precipitated from the urine as ammonium urate, and the 
amount in the precipitate is determined by titration with a standard potas- 
sium permanganate solution in the presence of acid. Phophates and 
some organic matter are first precipitated by uranium acetate and am- 
monium sulfate. : 


Result of Investigation. 


Urine samples were obtained from 328 cases during about 8 months 
(from the end of March up to the end o November 1941). In general, the 
uric acid content was subject to a considerable individual variation. If, 
I had assumed the apparently healthy lactating women in the present in- 
vestigation to be really healthy, my result would have been summed up to 
the effect that the urinary uric acid was subject to a great individual 


* Arakawa-positive may be used in two different senses. One of these is: Arakawa- 
positive in a biochemical sense. A sample of human milk is said to have become Arakawa- 
positive, when it becomes blue on the addition. of Arakawa’s reagent. Here it means that the 
sample is not negative to Arakawa’s reaction. The other of these two senses is: Arakawa- 
positive in clinical sense. A sample of human milk is clinically Arakawa-positive only when it 
shows such a reaction as — or — in one minute of the addition of Arak awa’s reagent. Another 
sample of human milk may be Arakawa-positive in the first describeg sense, but yet clinically 
negative. 
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fluctuation. 


point of Arakawa’s reaction. 

I classified, as Kimura* did in his report, all the cases into 4 groups 
according to the intensity of Arakawa’ s reaction of their milk, viz., the 
group of positive reaction, the group of better intermediate reaction, the 
group of worse intermediate reaction and the group of completely or almost 
completely negative reaction (Cf. Table I.). 


In my investig- 
ation, there were 58 
cases of the Positive 
Group, 138 cases of 
the Better Intermed- 
iate Group, 91 cases 
of the Worse Inter- 
mediate Group and 
41 cases of the Com- 
pletely or Almost 
Completely Negative 
Group (Cf. Tables 
II, II, IV and V. 

When I compar- 
ed the average of the 
uric acid content of 
urine samples belong- 
ing to each group 
with one other, I 
found an interesting 
relation between the 
uric acid concentra- 
tion of mothers’ urine 
and the Arakawa 
reaction of their milk. 
As is seen from Table 
VI (Cf. Table VI), 
the uric acid concen- 
tration of Arakawa- 
positive mothers is on 
an average 40.24 
mgrms. per 100 c.c., 


that of mothers with , 


better intermediate 
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TABLE I, 





The explanation for the classification of 
Arakawa’s reaction, according to its 
intensity. 
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But I observed the result, as above mentioned, from the view- 





Group 





Positive reaction* 





Better intermediate 
reaction 





Worse intermediate 
reaction 





Completely or almost 
completely negative 
reaction 


Intensity of Arakawa’s 


reaction expressed in signs 





























One side | the other side 
| (+++)I't eres 
(++))’ (++)1’ 
(eee (sy 
| (++)I’ (33 
| 
(++)I’ (—)I’ 
(+ (ey 
ares (0 
| (+)I’ (+)I’ 
(at) (2 
| (— | (¥, (+%, 
| (—)5’t (+ )5’ = 
| (8 (-" 


Only this group is clinically positive. 
ekaninn d Arakawa’s reaction is 
positive with the intensity (+++) or (++) in one 


(+++)I’ or (++)I’ 


minute. 


§ (+)I’, (+)I’ or (—)I’ 





ative in the grade (+), (+), (—) in one minute, 


the grade (+), (--) in 5 minutes, 


Jee MO reer Arakawa’s reaction is negative in 


Arakawa’s reaction 50.60 mgrms. per 100 c.c., that of mothers with 
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TaBLe II. 


Uric acid content of urine of lactating 
mothers with Arakawa-positive milk. 















































. | Age sateen’ zg 
aS| Date Nameha is —— Pie 
| y- | ©) Right] Left. |S = 

1 | 31.III | S.K. | 25} 3 | (44)17 (44)17| 20.00 
2] 2IV | SN. | 32) 2 | (4)1"| (+)1/| 28.55 
3) 8 | K.C./ 32] 5 | (-+)I" (41 32.60 
4| 18.” | SK. | 29) 14 | (+)I’| (+)1/) 29.25 
5 | 21.” | S.R. | 23) 3 | (4+-)I’) (44)1’} 22.00 
6; LV {LE | 41} 12 | (4) (41) 29.25 
7/14.” | S.K./ 26} 9] (414 (441 17.25 
8) 17.” | ST. | 28] 3 | (+)I (44)1| 25.50 
9/21.” | 8.1. | 34] 6 | (4414 (44)1| 42.00 
10 | 27.” | S.K. | 46 | 20 | (#+)I’| (44)1’| 58.00 
11 | 10.VI_ | ¥.D. {| 29} 12 | (44)14| (44)1/] 31.50 
12 | ll.” | AT. | 26 | 16 | (44)1’| (44)1/) 63.00 
. I.” | M.T.| 22] 3] (41) (4491 71.25 


13.” | T.S. | 221 11 | (44)17 (44)1| 37.00 
15 | 17. | S.Z. | 25] 6 | (HEI) (H4)I/] 22.50 
23.” | wp] 38! 5 | (HI (411 16.50 
17 | 26.” | H.W 28} 2 | (4+) (44)1’| 30.00 
28.” | ¥.D.| 26} 7} (4)I4 (4414 31.50 
30.” | T.Y. | 22 | 13 | (44)I/] (44)1’} 25.50 
30.” | H.K.| 20 | 13 | (44)I’| (44)1’| 30,00 
3.VII | Y.M.| 25 | 10 | (44)1’| (44)1’| 53.44 

22) 5.” | ¥.M.| 20} 3 | (44)I] (44)1/] 67.50 
| 5 | 

5 

8 

9 

9 

14 

15 








.” | ¥D. | 31} 15 | (4417) (441) 65.25 
.” | AW.| 241 10 | (-+)17) (HE)I] 18.75 
.” | ¥.M.| 24) 2 | (441 (44)1/] 43.50 
.” | S.T. | 30] 5 | (HEI) (44)I/| 55.50 
.” | MLK 31 | 13 | (HEI) (HEI) 45.75 




















.” | N.W.| 28 (H)I’| (4+)1’} 30,00 





3 

.” | NN.| 19] 8! (44)17 (R)I 36.75 

30 | 15.% | SM.) 25] 8 | (44)14 (44)I/ 22.50 
31/16.” | S.T. | 30| 1] (44)I4 (44)I’| 28.50 
2 | (4+)I/| (4+4)1/] 52.50 
33 2.VIII} ¥.D. | 31 | 12 | (44)1] (44)1’| 27.70 
34) 4.” | T.D.| 37| 6 | (4414 (44)I] 31.50 
35 | 7.” | M.T.| 28! 15 | (44)17 (44)1| 22.75 
36} 12.” | O.Y.| 22| 1 | (44)I’| (44)1/| 66.00 


























worse intermediate Arakawa’s 
reaction 59.14 mgrms. per 100 
c.c. and that of mothers with com- 
pletely or almost completely neg- 
ative Arakawa’: reaction 69.27 
mgrms. per 100 c.c. 

It will be seen that on an 
average the urine of Arakawa- 
positive mothers is the lowest in 
uric acid concentration, that the 
urine of mothers with completely 
or almost completely negative 
Arakawa’s reaction is the 
highest, that the urines of mo- 
thers with intermediate Ara- 
kawa’s reactions show inter- 
mediate values. It can thus be 
said that in general uric acid 
concentration of urine is lower 
in Arakawa-positive mothers than 
in Arakawa-negative ones. 

The relation between the uric 
acid content in urine and Ara- 
kawa reaction will also be seen 
in the maximum and the mini- 
mum figures of the content (Cf. 
Table VI). The maximum con- 
tent in the Positive, the Better 
Intermediate and the Worse 
Intermediate and the Complete- 
ly (or Almost Completely) Neg- 
ative groups is 71.25, 117.5, 119.25 
and 136.5 mgrms. per 100 c.c. 
respectively, and the minimum 
content is 16.50, 15.0,* 27.0 and 
34.0 mgrms. per 100 c.c. re- 
spectively. The figure (15.0) was 
slightly smaller than 16.50, but 
in the Worse Intermediate Group 
there were many more cases than 
in the Positive Group. 
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Comment. 


In my investigation it is clear 
(Cf. Table V1) that uric acid con- 
centration is the smallest (ca. 40 
mgrms. %) in Arakawa-positive 
mothers and the largest (ca. 70 
mgrms. %) in Arakawa-negative 
mothers, while in the cases of 
intermediate Arakawa’s reac- 
ions the concentration shows in- 
termediate values. And in these 
mothers of the Intermediate 
Groups, the concentration is smal- 
ler (ca. 50 mgrms. %) in the 
Better Intermediate Group than 
(ca. 60 mgrms. %) in the Worse 
Intermediate Group. 

I do not discuss the origin of 
urinary uric acid in (Part 1 of) 
the present treatise, because I 
shall come upon this problem in 
Part 2 of it. At any rate, the 
remarkable difference of uric acid 
concentration among the different 
groups of lactating mothers with 
different Arakawa’s reaction 
cannot be attributed to a dif- 
ference of exogenous uric acid, 
because it is utterly inconceivable 
that that particular group of 
Arakawa-negative mothers, for 
instance, took much more food 
leading to uric acid excretion 
than the group of Arakawa-posi- 
tive ones. Of course a lactating 
woman cannot have Arakawa’s 
reaction at her disposal and does 
not know anything about her 
reaction until her milk is tested 
with Arakawa’s reagent. 

As related in the Introduc- 


37 | 13.” | SL | 394 13 
38 | 14.7” | Y.W.| 39] 8 
39} 15.” | HLM,| 24} 6 
40/16.” | S.R. | 22) 6 
3 
9 
3 


(#¢)1/| (+-)1’| 43.75 
(4+)1/] (44)1’| 55.00 
(4e)1] (44)1/| 21.75 
(4+)1/| (44)1’} 43.50 
(44)1’| (HEYI’] 55.50 
(4+)1/| (44)1/| 25.50 
(HE)1/] CHE)I/] 35.25 


41/18” | NL | 25 
42| 22.” | Ts. | 30 
43 | 22.» | T.W.| 26 
44} 25.” | T.J. | 25 | 14 | (4)1| (44)1] 57.00 
45 |.28.” | W.B.| 39] 4 | (HEI (44)1/| 35.50 
46 | 29.” |S.D. | 28| 9 | (44)I/] (Hb)I/| 35.25 
47| 30.” | S.W.| 29 | 29 | (44)1’| (44)1’| 50.25 
48| 3.1X | M.M| 23 (4+)1’| (44)1’] 68.50 
49| 10.” | W.B.| 26 (44)1/| (44)1/] 38.25 
50| 11.” | M.G.| 39 (4+)1’| (44)1’| 63.50 
51 | 13.” | S.T. | 29 | 16 | (44)1/| (+)I’| 52.50 
52| 15.” | SR. | 36] 3 | (4) (44)I/} 52.50 
53 | 17.” | O.T.| 32] 6 | (+)1’| (4)I'| 27.75 
54| 22.” | ¥.W.| 32] 9 | (HE)I/| (HE)I4] 27.75 
55 | 22.” | N.N.| 24] 16 | (4)I’| (44)1/| 61.50 
56 | 29.” | K.T.| 33] 3 | (44)I’| (44)I/| 29.25 
57| 6X | AI. | 35 | 15 | (44)1’| (44)1] 34.50 
58 | 15.” | T.S. | 30| 4 | (44)I] (4414) 36.75 
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Taste III. 


Uric acid content of urine of lactating mothers 
with milk of better intermediate 
Arakawa’s reaction. 





Age Arakawa 
reaction 





Date Namely x + 
y- ‘a E Right) Left 





Case 
No 





























1 | 25.01 | ¥.D.| 26| 4 | (+1 (+)1 24.35 
2| 26.7. | K.T.| 25] 2 (+) (te) 40.00 
3 | 27.7. | H.K.| 23 | 23 | (4) (4:)1| 28.55 
4/27. | M.T.| 30| 12 | (+)t/| (44)14 20.00 
5 | 27.” | W.B.| 30| 24 | (+)i/| (+)1’| 27.00 
6 | 26.” | K.MJ 26 | 14 | ()i| (+14 61.00 
7} 28.” |S.K.|41| 6 | (+17 (44)14 26.90 
8/31.” | ED |35] 5 | (+) (&)I4 23.80 
9| 21V. | K.w] 42] 6 | (+) (+)I’| 30.30 
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Tasee Til. tion, animal experimentation in acid 
Continnéd, literature shows the unanimous 
result that B-avitaminotic feed- is n 
or: Age | Arakawa |/@ @% ing leads to an augmentation of that 
§z| Date |Name M.*/*. 8 ae PES uric acid excretion. Now, lact- ine 
y. |& &/Right| Left 5 = ating mothers with milk negative dur 
10! 721V 141. 134!) 2| (el (4) 2905 to Arakawa’s reaction are in the 
11} 7.” | om 26| 11 | (+) (+) 27.80 @ State of avitaminosis-B. Their urir 
12} 8» | KM) 39| 7|(+)1| (+)I/| 41.65 Urine was, as has been shown in acce 
13} 8.” |S.1. | 29] 3] (+)1 (4)I’| 35.30 my investigation, of much higher Ar: 
14| 8.” | CB. | 29/ 13 | (+)1/| (+)I’| 40.00 uric acid content than that of neg: 
15 | 14.” | T.D.| 37] 2 | (+)1"| (+)I/| 45.25 Arakawa-positive mothers. So it stat 
16 | 14.” | T.S. | 31] 7 | (+)1/ (+)I’| 35.25 may appear that the result of my acct 
17 | 22.” | T.D.| 22] 1 | (+)1’| (I 42.75 investigation is in conformity with 155: 
18 | 30.” | TS. | 39) 7 | (+)I’| (+)l’| 34.50 the result of animal experiment Rea 
19} 2.V | KM) 31) 5 | (+)1 (+)I’| 48.00 But I cannot yet conclude to this urir 
20) 5.” | T.G. | 25 | 15 | (+)1’| (+) 20.25 effect; a further consideration is kaw 
21) 5.” W.B. | 31 | 21 | (+)1/) (+)1’} 68.25 necessary. fror 
22] 6.” | O.W! 26| 18 | (—~y1/| (44)1] 73.50 The result of the animal ex- tho 
re Sia Wrens ber} Berd Abad bated beeres periments cited above concerns He 
rd till bree ind Be i524 (=) 67.50 the whole day amount of uric mot 
- oe ae ¥.D. | 29} 4 | (4)I’| (+)1’} 42.95 ° . 
26] 12.» | SK. | 43| 21 (4) cH 33:75 acid excreted, while that of my of 1 
27/12.» | K.¥.| 28 | 14| cay (+)1' 43.95 OWR investigation is about the abo 
28112.» |K.W] 29] 10| (44 (4)1 57.00 Uric acid concentration alone of inte 
299/15.» | TT. 30] 1 (4) (+)11 57,99 One urine specimen voided in the c.c. 


30| 19.” | HY.| 27 (+) (+)1| 63.00 Morning. As to the result of the So 
31119.» | T.N.1 33 (+)1| (+)1'| 60,75 Whole day amount of the acid we the 


I 
6 
7 
32 | 20.” |N.T.| 26] 6 | (44)I’|(+)1| 3750 have known nothing. But is it 
7 
7 
5 


33 | 20.» | T.D.| 28 (+)1’] (+)1’| 49.50 not probable in my cases that He 
34 | 23.” | M.W 32 (+)I’| (+) 45.75 whole ‘day urine was also of a _— 
35 | 23.” | S.K. | 33 (—)I’| (+4)1’| 45.00 higher uric acid content than in 

36 | 23.” | H.N.| 35 | 19 | (+)1’| (+)I’| 45.25 the group of Arakawa-negative tive 
37 | 24.” | M.D.| 28 | 20 | ()I’| (+)l’| 31.50 mothers? Because in the group 701 
38 | 29.” | N.M.| 27 | 14 | (—)1’| (+)I’| 60.00 of Arakawa-positive mothers 

39 | 29. LK. | 26 | 19 | (+)1’/| (+)I’| 38.00 

4029.» | BB.|40| 9 rate bbe 35,00 2 ogems. x 1000 (1000... as- inte 
41) 2.VI. | KD | 27| 3) (4)1/}(+)I’| 22.00 sumed amount of whole day an 
42) 9 | SJ. | 23) 3} (4+)1 (+)") 7050 yrine in c.c.) and in the group j 

43/10.” | S.Z. | 29] 13 | (+)I’| (#41) 66.00 of Arakawa-negative mothers f55 
4114.7 O.T. | 22 | 18 | (+)I’| (+)1|109.87 70 mgrms. 

45] 14. | T.M.| 34] 4] (+)I/| (+)¥| 53.25 799 X 1000 would represent 























46 | 16.” | TS. | 22) 7] (+) (+) 24.75 an approximate amount of uric neg 
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acid excreted during 24 hours. 

But this way of calculation 
is not correct, even if we assume 
that the uric acid concentration 
in each group remained constant 
during one whole day, because 
the amount of the whole day 
urine is not equal, but different 
according to different groups of 
Arakawa’ s reaction. Arakawa- 
negative mothers who are in a 
state of B-avitaminosis excrete, 
according to Umemura”) (Cf. 
155th Report of the Peroxidase 
Reaction), a smaller amount of 
urine during 24 hours than Ara- 
kawa-positive ones; they suffer 
from abnormal water-retention, 
though not from. manifest edema. 
He stated that Arakawa-positive 
mothers excrete about 1150 c.c. 
of urine, Arakawa-negative ones 
about 980 c.c. and mothers of 
intermediate reaction about 1090 
c.c. respectively during 24 hours. 
So the calculation shall be like 
the following :— 

In the group of Arakawa-posi- 
tive mothers,— 


40 marMs: . 1150 =0.46 merms. 
In the group of Arakawa-nega- 
tive mothers,— 


Rages x 989 = 9.69 grms. 


In the group of mothers with 
intermediate reaction,— 
29 marms-T ,- 1090-=0.60 grms. 
155< i 

If the calculation above 
mentioned is right, then mothers 


negative to Arakawa’s reac- 
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28 
25 
25 
40 
21 
25 
30 
27 
28 
26 
33 
23 
27 
27 
21 
30 
38 
31 
26 





1] 
5 





(+)1" 
(+)I’ 
(+)I’ 
(&)I’ 
(+)1" 
(+ )1’ 
(+)I’ 
(#)1’ 
(+)1’ 
(+)1’ 
(+)1’ 
(+)I’ 
(+)I’ 
(+)1’ 
(#-)1" 
(+) 
{+)I’ 
(+)1’ 
(+)1’ 
(+)1’ 
(+)I’ 
(+)1" 
(+)1’ 
(+)I’ 
(+)I’ 
(+)1" 
(+)1’ 
(+)I’ 
(+)I’ 
(+)I’ 
(+)1’ 
(+1 
(+)1’ 
(+)I’ 
(+)I’ 
(+)I’ 
(H+)1” 
(+)I 
(+)1’ 
(+)1’ 
(+)I’ 
(+)I’ 
(+)I’ 
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(+)1’| 28.50 
(+)1/| 38.25 
()1’| 68.25 
(+)I| 24.75 
(44)1 33.75 
(+)I’| 58.50 
(+ 11”/106.50 
(+)I’| 15.75 
(+)1/1106.50 
(-+)1"| 61.50 
(+)I’| 45.75 
(44)1’) 67.50 
(44)1| 49.50 
()I} 54.75 
(+)1’| 33,00 
(+)I’| 66.50 
(+ )I’| 92.25 
(44)I’) 54.75 
(+)1"| 42.75 
(+)I’) 26.25 
(+)I’| 36.75 
(+)I"| 85.50 
(+)1’| 88.50 
(+4)1’| 37.50 
(+)I’| 96.75 
(+)1’) 86.25 
(+)I| 38.25 
(+)1’| 70.50 
(+)1’| 60,00 
(+)1’| 78.00 
(+-)1| 30.75 
(+)I’| 37.50 
(+ 1”! 68.25 
(+-)1’| 23.25 
(+)I’| 15.00 
(44)1| 56.25 
(--)1’| 48,00 
(+)1’| 70.50 
(44)1/| 58.50 
(+)I’| 52.50 
()11117.50 
(+)I| 27.75 
(+)I| 74.25 
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TaBLe III, tion will excrete the largest a- acid 
Continued. mount of uric acid per day and valu 
. Arakawa-positive mothers the 
3 rey Oa Age —e E.? least amount of it, while the mo- uric 
Z M(t; gE *e thers of intermediate reaction will be 
y: |= “| Right) Left = = excrete an intermediate amount trea 
90| 9” |M.K.) 27] 5 | (4y1/] (+1 59.25 Of it. However, we cannot de- 
91} 12,” | K.D./ 32] 3 al (+) 66.75 cide yet whether this conclusion 
92) 15.” | N.C.| 25] 2) (+) (+) 51.75 is really right or not; we shall ’ 
: 16. ” | H.W] 28 | 12 | (+)I’| (+)I’| 5700 come upon this point in Part 2 of - 
18, ~ | G.K.| 32 | 14 | (+)I’| (+)I/| 35.25 the present treatise. suc 
95 | 20,” | Y.K.| 27] 2 | (+)1/ (+)I/| 93.00 4 or \ 
96 | 22,~ | K.C.| 25] 5 | (4)I’| (+)14| 43.50 Summary. 
97 | 23,” | O.B.| 25) 1 | (+) (4+4)1| 35.25 Animal experiments reported 
98 | 23, | S.K.| 30| 9 | (+)I’| (+)I/| 41.25 in literature show unanimously 
99 | 25. 7 | S.J. | 25 | 21 | (4)1| (+)1| 53.25 that animals fed on B-avitamino- gro 
100 | 26,Vill) K.T.| 30 | 14 | (+)I’| (+)I’| 80.25 tic feeding excrete an augmented kav 
101 | 30.” | LT. | 44) 3 | (+1 (+)I| 2850 amount of uric acid. Human “ah 
f02 | 1.1X | S.K. | 25 | 15 | (21 (+I 52.50 milk negative to Arakawa’s The 
103 | 3.” | M.T} 22) 6 | (+#)I’) (+)I’| 57.00 reaction is generally a milk from mo) 
104) 5.” | MT.) 25] 9) (+)I’/(+)I 18.00 4 B-avitaminotic body. Then it kav 
Pe - . ae . a ph vom will seem probable that lactating pile 
ais lee xt.) 26| 6 | 401 QP poapne mothers with milk negative to rest 
" ; ™ Arakawa’s reaction excrete a Vil 
nly Henaaial Weiacad badd Niel bibaked hha! feenees larger amount of uric acid per 
woo jodi Patt fod BES baaieal bap k formes day than Arakawa-positive mo- alr 
110 | 24.” | LW.| 21 | 6 | (44917) (2)17/117.00 
in} 24.% | s.z. | 32 {13 | (071 Cey17 48,00 thers: oe 
112 | 26.” | O.M! 34 | 16 | (+)1| (+)I/| 43.50 in the present paper I have ie 
113 | 26.» | O.G.| 42| 15} (+17 (+14 81.00 ¢Xamined 328 lactating mothers mu 
114} 26.” | N.J.| 29} 5| (4/1 (+17 4350 OF positive, negative and inter- the 
115 | 27.” | NS. | 32] 5 | (+4) (I 5550 Mediate Arakawa’s reactions. see 
16 | 4.x | KB./38| 4] (+1 (+)! 5850 They were all apparently healthy. cas 
117| &# | AR.| 24] 6|(+)1 (+) 1800 Urine voided at one time was Ari 
118} 9,” | S.T. | 28 | 14] (+1) (+14 53.25 used for the quantitative deter- “en 
119} 9.” | M.MJ 37| 12} (+)1| (44)1/ 32.25 mination of uric acid. The re- _ kay 
120 | 10.” | Y.M.| 33 | 14/(+)I/] (4&)I’/| 58.50 sult showed that uric acid was ter 
121 | 11.” | K.T.| 31 | 17 | (&)I) (+)I’| 7800 the most concentrated in the 
122 | 13.” | S.T. | 39 | 18 | (+)17) (+)I’ 64.50 group of Arakawa-negative mo- 
123 | 15.” | K.K.| 42] | (+)1’| (4+)I| 48.00 thers and the least concentrated 
124) 15.” | HK.) 34 | 19 | (+I) (+)I4 72.00 in the group of Arakawa-positive lite 
125 | 20.” | S.T. | 26] 2] (+)I’) (+)I4 27.75 ones. In the groups of mothers mi 
126 | 23.X | S.R. | 22) 5 | (+I) (+)1) 1725 with intermediate reactions, uric me 
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acid content was of intermediate 
values, 

As to the absolute amount of 
uric acid excreted per day, it will 
be reported in Part 2 of this 
treatise. 


Remarks. 


Arakawa-positive cases in 
strictly sense are those cases with 
such a reaction as in shown below 
or with a stronger reaction: 

‘NPs. Fs 
+ # Ht tH 

But the Arakawa-positive 
group comprised not only “Ara- 
kawa-positive ” cases, but also 
“almost Arakawa-positive ”’ cases, 
There were 16 of such cases a- 
mong 58 belonging to the Ara- 
kawa-positive group. If I com- 
pile a table of these 16 cases, the 
result will be as is shown in Table 
VII (Cf. Table VII), 

The uric acid content of these 
almost Arakawa-positive cases is 
48.26 mgrms. % on an average, 
71.25 mgrms. % in the maxi- 
mum and 18.70 mgrms. % in 
the minimum. It will thus be 
seen that, though the number of 
cases are too small, the almost 
Arakawa-positive group comes 
on an average between the Ara- 
kawa-positive and the better in- 
termediate group. 


Conclusions. 


Animal experimentation in 
literature shows us that B-avita- 
minotic feeding causes an aug- 
mented excretion of uric acid. 























127 | 24. » | N.M.| 27 | 20 | (+17 (+)1" 
128 | 28.” | T.1.} 23) 3] (+) (+) 
129 | 29, w | NN.| 24] 14] (4)1 (41 
130} 4.X0 | ALT. | 23] 4 | (+)I| (as)I’ 
191 | Il.” | ED, | 24] 4] (+)14 (4) 
132 | 13.” | AN. | 43 | 25 | (+)I4 (+) 
133} 13.” | ¥.J.} 29) 3) (4&1 (4) 
134 | 17.” | S.T. | 33 | 19 | (&)I| (+) 
135 | 18.7 | AK.| 24] 6 | (+)I (+91 
136 | 20.” | O:W) 26) 9|(+)I) (+)I’ 
137 | 24.7 | TS. | 29) 4] (#14 (+) 
138 | 26.” | D.MJ| 28] 2/(+)I (+)I’ 
# Cf. Footnote of Table 2. 
TABLE VI. 


Uric acid content of urine of lactating 
mother’s with milk of worse intermediate 
Arakawa’ s reaction. 
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34.50 
50.00 
63.00 
25,50 
32,25 
30.75 
27.00 
75.75 
50.00 
83.25 
27.75 
20.25 











~ Age 
3Z Date | Name M#l*. 

y. |SF 

1/27.11f | OR. | 29 | 26 
2/29. li | 34) 2 
$j 21Vv |S2 | 390] 1 
4\ 2a S.T. | 25 | 3 
5] 2 S.T. | 23 | 3 
6) 2 M.W.) 29 | 17 
7 | 15.4 TS. | 35 | 3 
8| 17.4. |M.M.) 30} 2 
9|18.%6 | NM) 25] 2 
10 | 21. # H.K. | 26 | 20 
11 | 30, » S.T. | 23 | 10 
12; LV LT, | 27| 5 
13 | 6.4 K.R. | 42 | 15 
14| 8 N.M.| 27 | 30 
15} 13.4 | O.R.| 28) 5 
16 | 14. 4 S.R, | 32] 6 
17 | 15. # K.R.| 35/| 1 
18 | 16. # LG, | 40 | 16 
19; 16.” |S.K. | 25) 4 














Arakawa 
reaction 





(| (=)I" 
(ae )I| (#)V" 


(--)1’) (&)I” 
(ae)1’| (=) 
(ste )I”| (2) 
(+)I’) (—)1" 
(c)1” (-+)1” 
(ae) (ce) 
(4) (= 
(ate I”) (ae) 
(+ 1”) (—)I’ 
= (up 
C5357 (-) 
(a) (+ )1Y 
(ae) (4) 





76.90 
75.25 
45.75 
52.65 
70.50 
81.75 
28.50 
95.25 
66.00 
37,50 
51,00 
90.00 
27.00 
33.75 
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TaBLe IV. 
Continued. 
Age Arakawa Fs 3 
Date |Name reaction | §, g 3 
y. © © Right Left > 











17,” | S.W. 33 2) (—)I” (+)I" 76.50 
2” | G.T. 2% 3 (4)I’ (4%)I% 53.25 
24,” | HJR. 31 13 | ()I’ (—)I’, 36,00 
27,” |M.T.| 26) 2/ (+)I’ (—)I’; 28.50 
27.7 1 S.Z. 34 16 (+)I% (—)I, 50,25 
30,” | O.R.| 26 3 | (+)I’ (—)I’, 49.50 
30.” | S.R. | 24 1 (+)I” (—)I’\ 42.00 
30.” | K.W. 29) 28) (-+)1| (—)I” 27.95 
30.7 | S.R. 39 4 | (+)I’ (+)I’ 48,00 
2VI | S.J. ,35 8 (a)I’ (—)I) 81.75 
2” | T.N. 27) 3 (+) (—)I" 81.00 
6.” | YK.) 41 | 10 | (—)i) (&)I’, 33.75 
6.7 | KL. | 34) 2 | (2) (=) 38,25 
9.” | HS, | 28 17 | (+)I’ (=)! 57.00 
9.” | UY.) 25) 2) (se) ()I) 57.00 
9” |¥.M/ 27! 3 (ts 35,00 
10.” | O.D, 40 | 25 (—)I" (+)I" 72,00 
ll.” | $0, | 28 29) (—)I” (%)I’ 53.25 


14,7. | KB. 35 10 (+)I” (%)I’| 29.25 
16.7. | HD, 26 5) (+)i’ (+)! 46.50 
16.” | HN. 33) 2 (#)I" (—)I; 65.25 
18, | ST, 36 9 (se)l” (I) 34.50 
19,» | w.B. 30° 8 (—)I"{>}57 68.00 
2” | TS. 34 2 (-)’ ote 56.25 
23,” |¥.W. 36 8 ()I’ ()17 85.50 
23,” |S.W. 29° 5 (-=)I’ (17 32.25 
25.4 | OR. 29 7 (=)l’ (417 43.56 
27.” | SZ. | 41 23 (—)I) (+)17,102.00 
28.” | U.N. 24 3 (#)I (+)1% 84.75 
30. ”. | Ud. | 21 21 (a) (yi, 72.00 
2.VH | T.R. | 41 24 (= Wise 70.50 
7.0. |S.T. 40 19) (+) (—)I" 59,25 
9, | TAK. 34) 21) (=) (+)17117.50 
10. ”- | OR. 34 21 (x)I” ()I” 36.00 





Il. »- | TM.) 28) 2 | (+)I” (+)I” 60,00 
I4.m-| SN. 32) 1 (4)I” (—)I" 64.50 
15, ”- | T.D. 3219 (—)I” (+)1% 85.50 


Human milk negative to 
Arakawa’s reaction is a milk 
from a B-avitaminotic body. In 
the present work, I have exa- 
mined urine specimens of 328 
mothers with milk of different 
Arakawa’s reaction and come 
to the conclusion that uric acid 
content is the largest in Arakawa- 
negative mothers and the smallest 
in Arakawa-positive cases, while 
it shows an intermediate value in 
lactating mothers of intermediate 
Arakawa’s reaction. 


This work was carried out by 

a grant from the Foundation for 

Promotion of Scientific Research 
of the Education Department. 
Prof. Akira Sato. 
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| (ae) (+)I’ 84.05 
| ()I”| ()I”, 81.00 
| (ae) (+)I’) 80.63 
(ts $51 69.75 
| (&)1”| (—)I"| 63.00 
| (—)I| (+)I’| 59.25 
()I’, (+)1’| 78,00 
wt 59.25 
| ()1’| (4)I’| 45,00 
| ()I/| ()1’| 66.00 
| (+)I” (—)I’ 39,00 
| (#)I”| (—)V”, 50.25 
wits 52.50 
(—)I’ mn 48,00 
ovine 70.50 
(—)I’\A—)!’ 35.50 
(+) (+1 45.75 
(—)1’| (+)1’| 29.50 
(itz 63.00 
(—)1’{(— 1119.25 
(—)I eat 32.25 
(—)I’ we 4 42.75 
ete if 53.25 
(—’ Spe 93.00 
| (+) . 4 30.00 
(ey ()I” 54.00 
| (=) 4 $5", 33.00 
(i 81.75 
(+) (—)I’ 57.75 
| (—)"| (4e)1", 48.00 
(=i 4g, 39.00 
\(—’ Piet 48.00 
ret ()I”, 50.00 
5 | ()1” ()I”| 76.00 


M.D. 27 | 13 | (—)l’) (&)1117.75 


* Cf. Footnote of Table 2. 








TABLE 
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V. 


Urie acid content of urine of lactating — 
mothers with milk of completely or almost 
completely negative Arakawa’s reactions. 























Ae. | Arakawa > 

ss Date |Name|” le. | a ] 3 
|  €/ Right Let (© = 

1 | 25.111. | S.K. | $2| 5 | (—)5’ (—)5%| 55.55 
2| 27.4 |¥.D.} 25) 7) |(- 5’ (—)5’| 58.80 
3| 21v | s.7. | 25 1 (- 5" (—)5’| 63.55 
4| 7.4. | T.M.| 32) 4 | (—)5’) (—)5’| 48.45 
5 | 15. # K.N. | 30/ 2 | (—)5’ (—)5”| 85.70 
6 | 16.” | T.S. | 9 | 12 | (—)5" (—)5" 48.50 
7 | 2l.« Mn 29 2\(- wh fF 
g | 21.” LS. | 30 4 (—)5’ ( —)8" 93,00 
9 | 23. “.| ST. | 34 | 16 (—)I’ (- yi 70.50 
10 | 26.” | N.C. | 25 | 13 | (&)5” (—)5’| 67.50 
| 3V | ¥.D.| 28) 2 (—)5’ (+)5’ 75.00 
12| 12.” | O.D.} 22) 6 | (—)5’ (+)5’ 60.75 
13 | 15.” | AN. | 24 | 19 | (—)5’ (+)5’ 70.25 
14| 17.4 | W.B./ 38) 9 (—)5’ (+)5’ 55.50 
15 | 22.” | SI. | 26 | 14 | (—)5” (—)5’ 83.70 
16 | 27.” | KI. | 29) 2) (—)5" ()5” 84.00 
17| 7.VII K.Y. | 31 15 | (—)5" ()57\124.75 
18 | 30.” | E.D. | 35 | 2) (&)5’ (—)5’ 90.75 
19 | 6.VIH] O.N.|-33 | 16 | (—)5” (+)5’ 72.50 
20| 9.” | H.Y. | 30 | 29 | (—)5” (—)5”136.50 
21 | 15.1X-| T.1. bed 1 (—)5’ (—)5’| 60,00 
22 | 24.” -| TS, | 30) 14 | (—)5’ (—)5’109.50 
23 | 25.4 | T.S. | 39 | 17 | (—)5’ (+)I’| 48.00 
24| 3.X |S.K.)27| 12 | (—)5" (—)5" 36.75 
25 | 8 # -| M.R.| 32 | 21 | (—)5’ (—)57128.63 
26 | Il. # LW. | 32 | 1 | (—)5’ (&)5’ 72.00 
27 | 13. T.S. pth z | (-P" (+)S’ 88.50 
28| 23.” | HD. | 25 | 10 | (+)5’ (-¥7 97.50 
29 | 25. » wes oa Sb 2 | 5’ (+)5" 78.00 
30 | 28. » 32) | (—)5”, (—)5" 59.25 
31 | 31. » i. | 33 | 0 )5’ (—)5"| 61.50 
32 | 5.XI “KM, 35 | 2 | (—)5’ ()5’| 72.00 
337) 10.” | M.M, 30 | 38 | (—)5’ (—)5/| 18.00 
34| 14.” | T.S. | 34 | 10 | (—)5’ (—)5’| 48.00 
35/14.” | Ss. | 31) 7 | (—)5’ ()5’. 87.38 
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3615.” | AB. 27| 1 | ()5’ (—)5’ 55.50 
37 15.” | H.M. 31) 2) (—)5’| (—)5’ 47.25 
38/15.” | ED. | 26 | 2 | (—)5/ (—)5" 74.25 
39 | 20.” | LW.) 32/ 1 | (—)5’ (4)5’, 48.00 


40} 21.” | 8.7. | 42) 2) (—)5’ ()5’, 60.75 
41} 27.” | K.D., 27] 2) (—)5’ (—)5’ 64.50 
* Cf. Footnote of Table 2. 


1 This case is quite exceptional, because it was 
a very late milk, 


TasBLe VI, 


The relationship. between the intensity of 
Arakawa’s reaction, classified into 4 
groups, and the uric acid content of 
urine of lactating mothers. 








Group of Ara- 3 » | U (mgrms, per 100 c.c.) 
kawa’s 8S Sia i] Mini-| iets 
reaction 3 S seal pac Average 

Positive reaction 58 | 71.25 16.50! 40.24 





Better intermediate 138 {117.5 | 15.00 50.60 


reaction 





Worse intermediate 91 119.25 27.00 59.14 


reaction 





Completely or 


almost completely | 40 {136.5 | 34.00' 69.27 


negative reaction 








TABLE VII. 


The result in almost Arakawa-positive cases. 





Right 
l’ 2’ 3’ 4’ 


Case 
No, 


Arakawa’s reaction E 
E 
~ 


Q 
wo 
g 
-_ 
» 
i) 
» 
2, 
Qe 
g 
w 
g 





tH tt 
tH tt 
tH tt 
tH tt 
tt tH 
tH tt 
tH tH 


+ $ $ F F 


+ + it 
x + tt 
+ tt tH 
+ H+ tH 
z& +H tH 
zH +H 
& + # 
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TABLE VII. 


Continued. 





Arakawa’s reaction g 
6 sila heo OS Gl A Reet, 
O4 Right | Left | 5 & 
iY vaeyvee Yio 1 or 3 4 5” 5 
| 





M9 +H HHH + HH HH OH 36.75 
6G +HHHHH +HH H HH 66.00 
JT +H the ++ HH HH 43.75 
4#@—-HHHPHH +H HH HH 57.00 
WaHH#HH—HHH H+ +H! 6850 
Wit+H HHH H!+ H HH HH! 63.50 
Slit HHH H Hit HH HH HH HH 52:50 
57) — 44 Ht Ht He HE) — HOH HE HE HH 34.50 
Bi +HH HHH — HH HHH 36.75 
Average 48.26 
gal 
de 
M: 
ra 
wo 
op' 
ele 
gle 
Da 
ka! 
ZW 
dei 
zu 
¢ 
du 
me 
VO! 
fei 
Fr 
au 
ple 
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Uber den Einfluss unterschwelliger elektrischer 
Reizung des Auges auf die Lichtempfindlichkeit 
der Netzhaut. 
Von 
Koiti Motokawa, Kituya Iwama und Tatsuitiro Endo. 
(A JI] Gh —) (et Te] HF th) (it ME be — BS) 
(Aus dem II. Institut fiir Physiologie der 
Tohoku-Universitat zu Sendai. 
Vorstand: Prof. Dr. K. Motokawa.) 
(Received for publication, August 24, 1944) 
Einleitung. 

Es ist schon lange bekannt, dass durch elektrische Reizung des Sehor- 
gans (mit Gleich- bzw. Wechselstrom) Lichterscheinungen ausgelést wer- 
den (L. Hermann”, O. Schwarz”, H. v. Helmholtz”, G. E. 
Miller®, A. Brickner u. R. Kirsch”, H. D. Bouman®, H. Roh- 
racher”, F. Schwarz® u. a.), aber es ist kaum jemals untersucht 
worden, wie diese Erscheinung mit der normalen Sehfunktion bei adaquater 
optischer Reizung zusammenhangt. Nur F. Schwarz berichtet, dass die 
elektrische Reizung mit einem Wechselstrom, wenn rhythmische Lichtreize 
gleichzeitig gegeben werden, schwebungsartige Lichtemipfindung auslést. 
Da die Schwebung nur bei Interferenzen von zweierlei Reizen stattfinden 
kann, liegt es sehr nahe, dass die Wirkungen der in Frage stehenden 
zweierlei Reize an irgendeiner Stelle des Gesichtsorgans gegenseitig fér- 
dernd oder hemmend wirken. Um diese Wechselwirkung noch genauer 
zu untersuchen, wurde der vorliegende Versuch unternommen. 


Versuchsmethodik. _ 


Als elektrische Reize wurden rhythmische Stromstésse angewandt, die 
durch einen mit einer bestimmten Geschwindigkeit rotierenden Trom- 
melunterbrecher erzeugt wurden. Die Stromquelle war Bleiakkumulatoren 
von 6-12 Volt, und die Reizspannung wurde mittels eines Spannungsteilers 
fein abgestuft. Die Drehungsgeschwindigkeit des Unterbrechers oder die 
Frequenz der Stromstésse wurde mittels eines Rheostaten des Motors und 
auch eines Rollensystems beliebig verandert. Die Elektroden, Silber- 
platten, wurden auf die Stirn und den Hinterkopf angebracht, wobei wir 
durch eine Kochsalzpaste fiir die Elektrenkephalographie eine befriedigende 
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elektrische Beriihrung zwischen der Haut und den Elektroden erzielen 
konnten; die betreffenden Stellen der Kopfhaut wurden verhAltnismassig 
ausgedehnt etwa in einer Ausdehnung von 10 qcm mit Paste beschmiert, in 
welche die Elektroden eingebettet wurden. 

Die Lichtempfindlichkeit der Netzhaut wurde mittels des Nagelschen 
Adaptometers gemessen. Die Augen wurden vorher etwa 5 Minuten 
helladaptiert (Beleuchtung: etwa 10,000 Lux) und darauf die Schwellen 
fiir Lichtempfindung mit einem Intervall von 1 Minute einmal unter 
Zuleitung des um 10% unterschwelligen elektrischen Reizes, das andere 
Mal ohne Zuleitung des Stromes gemessen, Die elektrische Schwelle 
bestimmte man in der Weise, dass die Reizspannung manuell mit einer 
annahernd konstanten Geschwindigkeit gesteigert wurde, bis die Ver- 
suchsperson an irgendeiner Stelle ihres Gesichtsfeldes das schwachste 
Flimmern bemerkte. 


Versuchsergebnisse, 


1. Photosensibilisierende Wirkung unterschwelliger 
elektrischer Reize. 

Man kann in oben erwahnter Weise zweierlei Kurven des Dunkel- 
adaptationsverlaufes, namlich die ohne und mit Zuleitung des elektrischen 
Stromes erhalten und durch den Vergleich dieser Kurven miteinander die 
Wirkung der elektrischen Reize auf die Lichtempfindlichkeit der Netzhaut 
im ganzen Verlauf der Dunkeladaptation kennenlernen. In Abb. | seien 
zweierlei Beispiele dargestellt, von denen das eine A durch zentrales Sehen 
unter einem Gesichtswinkel von 12° und das andere B unter einem Gesichts- 
winkel von 1° erhalten wurde. Da der Gesichtswinkel bei A gross genug 
war, wurden sowohl die Zapfen als auch die Stabchen der Netzhaut durch 
das Licht gereizt, und dementsprechend ist die Dunkeladaptationskurve 
bei A aus beiden Kurvenstiicken mit ihrem eigenen Verlauf zusammen- 
gesetzt, von denen sich das eine auf die Zapfen und das andere auf die 
Stabchen bezieht. Im Gegensatz dazu ist die Kurve bei B in der Weise 
einfach gebaut, dass sie dem Kurventeil fiir die Zapfen bei A vdllig ent- 
spricht. Dies beruht auf dem Umstand, dass nur die Zapfen der Fovea 
unter einem so kleinen Gesichtswinkel wie in diesem Fall gereizt werden. 

In beiden Fallen A und B sind die gestrichelten Kurven, welche 
Ergebnisse bei der Mitwirkung der elektrischen Reize darstellen, immer 
niedriger als die ausgezogenen, welche die gewéhnlichen Dunkeladapta- 
tionskurven darstellen. Aus diesen Ergebnissen geht ohne weiteres hervor, 
dass die unterschwelligen elektrischen Reize die Lichtempfindlichkeit der 
Netzhaut erhéhen, indem sie auf ihre beiden Elemente, Stabchen und 
Zapfen gleichfalls einwirken. Aber so eindeutige Ergebnisse lassen sich nur 
durch geiibte Versuchspersonen erzielen, weil die Wirkung bei ungeiibten 
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Abb. 1. - Einfluss um 10% unterschwelliger elektrischer Reize 


(Stdsse von 19 pro Sek.) auf die optische Schwelle wihrend der Dunkel- 
adaptation. A: Beim Zentralsehen unter einem Gesichtswinkel von 
12°. B: Beim Zentralsehen unter einem Gesichtswinkel von 1°, Er- 
gebnisse ohne elektrische Reizung sind durch ausgezogene Kurven 
und die mit elektrischer Reizung durch gestrichelte verzeichnet. 


durch Messungsfehler der optischen Schwelle scheinbar verdeckt werden 
kann. Nimmt man aber in solchen Fallen den Durchschnitt der Schwel- 
lenwerte, so erweist sich die Schwelle bei der Mitwirkung der elektrischen 
Reize immer als niedriger. Auf diese Weise kann man die photosensibili- 
sierende Wirkung der elektrischen Reizung selbst bei ungeiibten Versuchs- 
personen mit Sicherheit nachweisen. 

Nun erhebt sich die Frage, ob die verhaltnismassig schwache Wirk- 
samkeit nicht auf der unterschwellig reduzierten Starke des elektrischen 
Reizes beruht, oder ob ein noch starkerer Reiz nicht cine ausgepragtere 
Wirkung verursachen kann. Aus den Untersuchungen mit iiberschwelli- 
gen Reizen verschiedener Grade ergab sich aber, dass sich die Wirkung 
durch die Verstarkung des elektrischen Reizes kaum steigern lasst; bei weit 
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iiberschwelliger elektrischer Reizung verschmelzen die durch die zweierlei 
Reize verursachten Lichtempfindungen kaum miteinander, indem sich die 
durch den optischen Reize bedingte dauernde Lichtempfindung von der 
durch den elektrischen Reiz ausgelésten Flimmerempfindung etwas scharf 
unterscheiden lasst. Es liegt also nahe, dass sich nur die durch untersch- 
wellige elektrische Reize bedingte, noch nicht bis zu einer bestimmten 
Erregung entwickelte Veranderung, welche in der Reizphysiologie unter 
dem Namen ,,etat d’excitation“ verstanden wird, auf die Wirkung der 
optischen Reize hinzuaddieren und die optische Schwelle herabsetzen 
kann. 

Dank unseres oben erwahnten Unterscheidungsvermégens der durch 
die beiderartigen Reize hervorgerufenen Lichtempfindungen wird unsere 
Sehscharfe selbst beim Vorhandensein eines ziemlich starken elektrisch 
bedingten Flimmerns kaum gestért, wie wir an mehreren Versuchsper- 
sonen festgestellt haben. Es wurde weiter der Einfluss der Richtung des 
elektrischen Stromes untersucht: Die elektrische Schwelle ist bei der 
Kathode an der Stiren sicher niedriger als bei der umgekehrten Richtung 
des Stromes, aber die photosensibilisierende Wirkung des Stromes wurde 
durch die Richtung des Stromes kaum verandert. Die Frequenz des 
Stromes scheint in dieser Beziehung keine wesentliche Bedeutung zu haben. 


2. Wirkung optischer Reize auf die elektrische Erreg- 
barkeit des Auges. 


Nachdem wir die férdernde Wirkung elektrischer Reizung auf die 
optische Erregbarkeit festgestellt haben, miissen wir noch die umgekehrte 
Bezichung, die Wirkung optischer Reizung auf die elektrische Erregbarkeit 
untersuchen.. Wir benutzten in dieser Untersuchung nicht unter- 
schwellige, sondern eben schwellige optische Reize, denn die schwellige 
dauernde Lichtempfindung wirkt auf die Bestimmung der elektrischen 
Schwelle fiir die Auslésung des minimalen Flimmerns kaum stérend. 

Wir konnten aus diesen Untersuchungen folgende Regelmassigkeiten 
feststellen: 1. Schwellige optische Reize setzen die elektrische Schwelle 
immer deutlich herab, in welchem Adaptationszustand sich die Augen 
auch befinden mégen, und welche Partie der Netzhaut die optischen Reize 
auch treffen mégen. 2. Die elektrische Schwelle verandert sich im Laufe 
der Dunkeladaptation derart, dass sie sofort nach Ausschalten des Lichtes 
fiir die Helladaptation sehr steil abfallt, von diesem reduzierten Wert an 
wieder verhaltnismAssig schnell ansteigt und darauf sich allmahlich einen 
konstanten Wert nahert. Die Schwelle ist also im Ubergangsstadium von 
der Helladaptation bis zu der vollkommenen Dunkeladaptation niedriger 
alsin diesen beiden. Dieses Verhaltnis wurde von Brickner u. Kirsch 
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iibersehen, die sich mit einer Untersuchung iiber die Abhangigkeit der 


elektrischen Erregbarkeit vom Adaptationszustand beschaftigten, weil sie 
die Beziehung nur unter der vollkommenen Hell- und Dunkeladaptation 


untersuchten. 

In Tabelle I ist ein 
Beispiel wiedergegeben, in 
dem ein _ kreisrunder, 
einem Gesichtswinkel von 
5° entsprechender optisch- 
er Reiz auf die von der 
Fovea nach links etwa um 
24° entfernte Netzhaut- 
partie angewandt wurde. 
Wie aus dieser Tabelle 
ersichtlich, macht sich die 
sensibilisierende Wirkung, 
welche in der Differenz 
beider Schwellenwerte 
ihren Ausdruck findet. 
umso deutlicher geltend, 
je weiter die elektrische 
Schwelle im Laufe der 
Dunkeladaptation an- 
steigt. Dieses Verhaltnis 
lasst sich leicht verstehen, 
wenn man den charakter- 
istischen Dunkeladapta- 
tions verlauf der elektri- 
schen Erregbarkeit beriick- 
sichtigt: Im spateren Sta- 
dium der Dunkeladapta- 


TABELLE I. 


Einfluss des schwelligen optischen Reizes auf 
die elektrische Erregbarkeit der Netzhaut. 








Reizfrequenz: 14,3 pro Sek. 
Schwelle in Volt 
Zeit des Aufenthaltes Ohne Mit Differenz 
im Dunkel optische | optischer 

_Reizung | Reizung) 

Wahrend der 1.74 ae fete 

Helladaptation : 

21” a7 es —_ 

v 19” 018 | 0,12 0,06 
2. 50” 0,39 0,30 0,09 
4 458” | 081 0,66 0,15 
6’ = 54” | 1,20 0,96 0,24 
8 52" | (1,83 1,32 0,51 
1” 3-55” | 2,31 1,50 0,81 
12” 53°” | 2,64 1,80 0,84 
147-54” | 288 2,22 0,66 
16 49” | 2,70 2,46 0,24 
18” 5” | 2,58 1,92 0,66 
27” 55” | 2,73 1,92 081 
22” = 50” | 955 2,28 0,27 
24’ = 50" 2,43 1,98 0,45 
26 = 53” 2,55 1,86 0,69 
29 ” 2,55 1,92 0,63 


tion wird der schwellige optische Reiz die Netzhaut etwas helladaptieren, 
was die elektrische Schwelle dementsprechend reduzieren wird, weil die 
elektrische Schwelle, wie oben erlautert, mit der Dunkeladaptation ansteigt 


oder mit der Helladaptation im Gegensatz dazu abfallt. 


Im Anfangs- 


stadium der Dunkeladaptation wird die helladaptierende Wirkung des 
optischen Reizes viel schwacher sein, so dass die Wirkung auf die elektrische 
Schwelle auch nicht so stark sein kann, wie im spateren Stadium der 
Dunkeladaptation. Die Steigerung der elektrischen Erregbarkeit ist also 
auf die Veranderung des Adaptationszustandes durch optische Reizung 


zurickzufihren. 
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Diskussion der Ergebnisse. 


Rohracher” zeigte, dass die elektrische Reizung nur dann sehr 
wirksam ist, wenn wenigstens eine Elektrode in der Nahe des Auges liegt, 
was auch von uns villig bestatigt worden ist. Diese Tatsache spricht ent- 
schieden fiir die Auffassung, dass der Wirkungsort des elektrischen Reizes 
das periphere Gesichtsorgan selbst ist. Nun fragt sich, auf welche Elemente 
des Auges der elektrische Reiz einwirkt. Die lichtperzipierenden Elemente, 


Stabchen und Zapfen kommen hierbei aus folgenden Griinden kaum in ° 


Frage. Brickner u. Kirsch*® betonen, dass die Lichtempfindlichkeit 
der Netzhaut durch die Dunkeladaptation um einige tausendfach gesteigert 
wird, wahrend sich die elektrische Schwelle nur um einige mal verandert. 
Um Unterschiede der Wirkungsorte beider Reize hinzudeuten, aber dies ist 
nicht ohne weiteres berechtigt, denn diese Diskrepanz der Gréssenordnung 
verschwindet, wenn man als Mass des optischen Reizes den Logarithmus 
der Lichtstarke nimmt, in Anbetracht dessen, dass die elektrische Span- 
nung dem Logarithmus der Lichtstarke entspricht, wie bei Untersuchungen 
iiber die Aktionsstréme der Netzhaut® '® nachgewiesen worden ist. Nach 
diesen Autoren ist die elektrische Schwelle bei der Dunkeladaptation etwas 
niedriger als bei der Helladaptation, was mit dem Verhaltnis fiir die optische 
Schwelle qualitativ tibereinstimmt, aber dies ist nach unseren Unter- 
suchungen niemals allgemeingiiltig, weil das Gegenteil je nach dem Grad 
der Helladaptation auch der Fall sein kann. 

Viel bedeutungsvoller ist allerdings der oben nachgewiesene charak- 
teristische Verlauf der elektrischen Schwelle wahrend der Dunkeladapta- 
tion, der sich von der gewéhnlichen Dunkeladaptationskurve fiir die 
optische Schwelle qualitativ unterscheidet. 

Andererseits darf man mit Riicksicht auf die ausgepragte Summations- 
erscheinung, welche in unserer folgenden Arbeit mitgeteilt werden soll, die 
Méglichkeit ausschliessen, dass der Angriffspunkt des elektrischen Reizes 
der Nervus opticus sei. Wir wollen daher mit F. Schwarz*® annehmen, 
dass der elektrische Reiz auf die Ganglienzellenschicht der Netzhaut ein- 
wirkt, und die Wechselwirkung zwischen den beiderartigen Reizen von 
diesem Standpunkte aus erklaren. Die photosensibilisierende Wirkung 
des elektrischen Reizes lasst sich von diesem Standpunkt folgendermassen 
auffassen: Die durch die schwellige optischen Reize ausgelésten Erregun- 
gen der Stabchen und Zapfen werden bei der Mitwirkung der unter- 
schwelligen elektrischen Reize leichter zum Grosshirn geleitet, weil sie auf 
ihrem Wege zum Grosshirn die Ganglienzellen und Synapse in einem durch 
die elektrischen Reize schon zur Erregung veranlassten Zustand antreffen. 
Aber diese bahnende Wirkung wird bei starken elektrischen Reizen ver- 


misst, denn die so voll entwickelte Erregung kann sich nicht mehr mit der * 
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durch optische Reize ausgelésten vereinigen, sondern durch das Hinter- 
lassen eines Refraktarzustandes auf die Leitung der letzteren stérend wir- 
ken. In der Tat wurde keine ausgepragte photosensibilisierende Wirkung 
bei itiberschwelligen elektrischen Reizen beobachtet. 

Der charakteristische Dunkeladaptationsverlauf der elektrischen Er- 
regbarkeit lasst sich auch von diesem Standpunkt leicht verstehen: Wie 
aus Tabelle I ersichtlich, ist die elektrische Erregbarkeit sofort nach den 
Ausschalten des helladaptierenden Lichtes am gréssten, denn die Nach- 
wirkung des Lichtes bleibt in diesem Stadium in der Ganglienzellenschicht 
noch reichlich zuriick und begiinstigt die elektrische Erregung. Diese 
Nachwirkung lasst aber im Laufe der Zeit nach, und dementsprechend 
steigt die elektrische Schwelle mit der Zeit an, bis die Nachwirkung védllig 
verlorengeht. Es sei aber bemerkt, dass der stationare Zustand in bezug 
auf die elektrische Erregbarkeit im allgemeinen frither erreicht wird, als der 
in bezug auf die optische Erregbarkeit. Ob dieser Unterschied auf dem 
Umstand, dass es sich im ersteren Fall um die Nachwirkung in der Gang- 
lienzellenschicht, aber im letzteren um die in den Stabchen handelt, oder 
auf anderen unbekannten Ursachen beruht, lasst sich vorlaufig kaum 
entscheiden, besonders im Hinblick auf den komplizierten Sachverhalt, dass 
die Zeit bis zum stationaren Zustand der elektrischen Erregbarkeit jenach 
der Frequenz des Reizstromes verschieden ist. 

Die schwelligen optischen Réize steigern die elektrische Erregbarkeit, 
denn sie miissen in ganz derselben Weise wie die Nachwirkung eines starken 
Lichtes wirken, aber die Belichtung des Auges mit einem zu starken Licht 
muss die elektrische Erregbarkeit herabsetzen, weil sie die Ganglienzellen- 
schicht zum Teil in einen refraktaren Zustand versetzt, und dies stimmt mit 
unseren Ergebnissen befriedigend iiberein. 


Zusammenfassung. 


Um die Wechselwirkung zwischen elektrischen und optischen Reizen 
zu untersuchen, wurde die optische Schwelle mittels des N a ge 1 schen Adap- 
tometers unter Zuleitung eines unterschwelligen rhythmischen Stromes und 
die elektrische Schwelle bei Belichtung mit einem schwelligen Licht 
gemessen, wobei der elektrische Strom mittels Silberelektroden der Stirn 
und dem Hinterhaupt zugeleitet wurde. 

1. Die optische Schwelle wird unter allen Adaptationszustanden der 
Augen durch um 10% unterschwellige elektrische Reize herabgesetzt. 
Diese Wirkiung lasst sich durch die Verstarkung der elektrischen Reize 
kaum verstarken. 

2. Die elektrische Schwelle wird durch schwellige optische Reize 
umso deutlicher herabgesetzt, je weiter das Auge dunkel adaptiert wird. 

3. Die elektrische Schwelle an sich steigt mit der Dunkeladaptation 
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anfangs schnell, dann langsamer an, um einen stationaren Zustanud zu 
erreichen. Diese Veranderung macht sich umso deutlicher geltend, je 
niedriger die Reizfrequenz ist. 

4. Der Wirkungsort des elektrischen Reizes und der Mechanismus 
der Interferenzen zwischen zweierlei Reizwirkungen wurden diskutiert. 

Diese Untersuchung wurde erméglicht durch die finanzielle Unter- 
stiitzung von Seiten der Stiftung des Kulturministeriums fiir wissenschaft- 
liche Forschung, wofiir wir an dieser Stelle unseren besten Dank aussprechen 
méchten. 
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A finding of Seo” in dogs, that ether especially evokes abundant outflow 
of saliva from the completely denervated submaxillary gland, seems to us 
of some interesting, and as I have come to know finally that the rabbit has 
not yet been subjected for studying the paralytic secretion of saliva, the 
present investigation has been undertaken to study the latter fact with 
addition of investigating the effect of ether thereupon. 

It seems rather singularly that the paralytic secretion has not been 
studied on the salivary glands of rabbits, which are most commonly used 
for laboratory works; in fact it is however rather natural, that is, the tissues 
attacked surgically in this case of investigation are in this kind of animal 
too small and easily injured. Really, Langley,?) a known skillful ex- 
perimentalist in the animal physiology, confessed the difficulties in this 
kind of observation in his youthful days. An old note® might not influence 
a young investigator to say so. 

Studies on the innervation of the salivary glands of rabbits are rare 
and meagre in general* in comparison to that of cats, especially of dogs. 
This is due to the operative difficulties inherent to the anatomical matter. 


METHODS: 

Rabbits were used regardless of sexes. The animal was fixed supine 
on the experiment table, without narcosis. The incision was placed in 
the median line of the neck. By excision of the mandibular muscles the 
salivary duct of the submaxillary gland was exposed. It was laid bare about 
2 cm long without exposing the gland and then cut as peripherally as pos- 
sible. A capillary glass cannula was inserted into the duct. Then the 
animal was fastened anew prone on the table. 

The saliva from the cannula was soaked in the filter paper and weight 
was determined by use of a torsion balance. The saliva secreted during 
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successive ten or twenty minutes was noted as the total sum of determina- 
tions done in that interval. 

Ether inhalation was done in two manners. Inthe earlier observa- 
tions it was poured from a burette 2-3 times in 5 minutes, over the gauze 
which was placed on the muzzle. Rabbits often struggled. In the later 
observations (since 11. V. 1940), a tracheal cannula was inserted and con- 
nected by means of a y-shaped glass with bottle with about 120 cc capacity, 
into which ether was dropped through a tube from the burette, into which 
in turn ether was poured from time to time. The two branches of the y- 
glass are provided at the end with the valves, the one for expiration and the 
second for inspiration. By this procedure we were able to keep the animal 
calmly. It saved us further the amount of ether given for maintaining the 
narcosis of the same depth as the former group of experiments. In order to 
deepen anesthesia, much ether was given as a matter of course. 


It is needless to say that the inhalation was followed by dilatation of the 
pupils and ear blood vessels, outflow of tear, saliva from the mouth, snivel, and 
rattles in the lungs, etc. 


The chorda tympani was excised by the clearing away the tympanicum. 
Besides the nerve, which was often to be found by use of a magnifying 
glass, the little bones therein were taken out. The validity of the excluding 
the chorda tympani was verified by Professor S. Nasu of the Pathological 
Laboratory, to whom our sincere thanks are due. 

In cold season, the upper copper plate of the experiment table was 
warmed by means of electric lamps, in order to keep the body temperature 
in the normal limits. 

The observation was begun as a rule an hour after all the arrangements 
were ready, when the saliva flowed out already at a uniform rate. 

Saliva outflow was observed first without any other extra stimuli, then 
on giving ether to inhale and after having discontinued etherization, in seven 
groups of animals: Submaxillary gland, (1) with normal innervation, 
(2) acutely totally denervated, (3) acutely sympatheticotomized, (4) acutely 
parasympatheticotomized, (5) chronically totally denervated, (6) chronical- 
ly parasympatheticotomized, and (7) chronically sympatheticotomized. 


DaTA: 


(A) Those ré the paralytic secretion will be given at first. 


The salivary outflow from the submaxillary and sublingual glands was 
determined in normal rabbits, while they are only simply fastened supine on a 
table, as 8.4 mg per 10 min. (7.5-9.5mg), 10.1 mg (8-12 mg. In this animal 
the determination was carried out for three hours; in the rest for one or two 
hours.) 16.7 mg (7.5-12.5 mg), 7.8 mg (6.5-9 mg), and 5.1 mg (4.5-5.7 mg). 
The mean rate is therefore to be given as 9.6 mg per 10 min. (5.1—16.7 mg). 
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The figures in 5 acutely totally denervated rabbits are 46.4 mg per 10 min., 
13 mg, 9.1 mg, 10.3 and 1.7 mg. On an average: 16 mg per 10 min. 

The outflow rate, determined for each 10 min. ‘or so, varied never in so 
large scale, i.e. the figures given for the normal animals are good examples. It 
will be therefore omitted here to give it in detail. 

In 8 acutely ganglionectomized rabbits the figures were 8.3 mg per 10 
min., 8.1, 3.8, 6.4, 5.9, 11.9, 9.8 and 6.2; on an average 7.6 mg per 10 min. 

And those for 7 acutely parasympatheticotomized are 3.3 mg per 10 min., 
12.4, 5.6, 5, 21.6, 3.9, and 4; the mean 8 mg per 10 min. 


From these figures it may be fair to assume that the sectioning the 
chorda tympani or the upper cervical ganglion or the both does not interfere 
with the rate of salivary secretion from the submaxillary duct, if no time 
is intervened between the operation and the determination. In a single 
case in the totally denervated group and in the parasympathicotomized, 
an abundant outflow was noted, They might be taken rather exceptional 
because it was witnessed only very seldom. 


When the determination was done after lapse of ten to twenty or more 
days another figure was, obtainable, as following shows. 

7 totally denervated cases, which were used for the determination 10-28 
days after the denervation, showed the following rate of secretion: 67.2 mg per 
10 min. (14 days after the denervation), 18.1 (22 days), 17.2 (13 days), 27.9 (17 
days), 14.1 (30 days), 28.4 (17 days) and 29.5 (17 days); mean 33.7 mg per 10 
min. (13-30 days). 

The salivary outflow rate 11-62 days after the ganglignectomy in 5 rabbits 
is: 6.5 mg per 10 min. (after 11 days), 17 (62 days) 9.2 (19 days), 7.7 (24 days) 
and 7.2 (24 days); mean 9.5 mg per 10 min. (11-62 days). 

10-28 days after the chorda tympani was interfered with, the figures are 
as follows in 7 rabbits: 16.8 mg per 10 min. (15 days after the section), 14.2 
(16 days), 10.3 (10 days), 15.4 (14 days), 13.8 (19 days), 28.9 (23 days) and 29.7 
(28 days) with an average of 18.4 mg per 10 min. 


These figures show us with definiteness of occurring of the paralytic 
secretion of submaxillary (including the sublingual) saliva when an ample 
time was allowed to elapse after abolishing the chorda tympani. 

That the average figure in the rabbits in which both the innervation 
was interfered with is much larger than that in those with cut chorda 
tympani only is effected by a single case. If it be taken out of account, the 
figures in both the groups are identical. And it checks well also with the 
fact that the flow rate in the animals, which was ganglionectomized before- 


hand. 


(B) Effect of etherization will be given now in the accompanying 
table. 
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Salivary Secretion from Submaxillary Gland 


In some previous cases ether was given on the towel laid on the maul, and in 
a relatively large amount, while in the later cases it was given through the 
tracheal cannula, and in possibly a uniform rate and in a small amount, as seenin 
the fourth column of the table. At any rate care was taken in order to keep an 
animal at possibly similar state of narcosis, and really the results was practically 
alike in both the sets of etherization. 


Now, the etherization does never act to increase the salivary outflow, 
as well known ré human beings. In some cases a small reduction was 
noted, and when stopped etherization the salivary flow usually tends to 
diminish. 

Quite other outcome was yielded when tested just after excluding the 
upper cervical ganglion alone or together with the chorda tympani. The 
salivary outflow increases in almost all cases. Some times large amount, 
such as double the initial rate, was estimated. Doubtful cases were rare, 
and there were no cases, where a reduction was visible. 

Interference -with the chorda tympani does not effect the action of 
etherization upon the salivary flow from the submaxillary duct. 

Further, there was found a noticeable fact, when tested some days 
after the denervation. As the foregoing description shows, there is always 
occurring the paralytic secretion in the animals, in which parasympathetic 
innervation was ruled out beforehand. In these rabbits and those deprived 
of the cervical ganglion some ten days previously, ether narcosis evoked 
without exception an increase in the salivation, in some cases considerably 
while in the others only small. About forty to fifty per cent was the scale 
of excess. And the deprivation of the chorca tympani apparently had 
larger influence than the other. 


SUMMARY 


. In rabbits the salivary outflow from the submaxillary duct was 
estimated without narcosis. The animal was fastened prone on an experi- 
ment table. The flow was determined first without any extra stimulus, 
and +then on letting inhale ether. 

Either the chorda tympani or the upper cervical ganglion or the both 
were interfered with, acutely or one to some weeks previously. 

(1) Paralytic secretion. 

When the nerves, singly or combined, were interfered with acutely, the 
salivary flow from the gland denervated did not differ from that with the 
intact innervation. 

But, when it was tested one to seven weeks after the parasympathetic 
denervation, the salivary flow was unmistakably abundant. The sym- 
pathetic denervation did induce no paralytic secretion. 

Namely the paralytic secretion of the saliva was proved here in rabbits, 
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in which the acute cutting of the chorda tympani and the upper cervical 
ganglion together does not effect the salivary outflow from the submaxillary 
duct, in contrast to dogs. 

(2) On etherization. 

Ether narcosis does not act to increase salivation from submaxillary 
gland with the normal innervation in correspondence to the experience on 
human subjects. 

But it acts to increase salivation when the sympathetic innervation is 
ruled out even just before the narcosis, and also acts so when the para- 
sympathetic or sympathetic innervation or the both are interfered with one 
to some weeks previously. 
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Ein Fall von unilateraler hamangiektatischer 
Hypertrophie. 
61. hamatologische Mitteilung. 


Von 


Saburo Imai, Tuneyoshi Yano und Hosaku Namekawa. 
(> # = BM) (A SF fel Hh) (Hr NAF BB) 


(Padiatrische Klinik, medizinische Fakultat, Tohoku 
Universitat zu Sendai. Direktor: Prof. A. Sato.) 


(Received for publication, July 14, 1942) 


Wabrend in Europa und Amerika Falle von hamangiektatischer Hyper- 
trophie keineswegs selten zu sein scheinen, gibt es bei uns davon nur wenige 
Falle. Hier méchte ich iiber einen diesbeziiglichen Kinderfall, welchen 
wir im Mai 1939 gesehen hatten, und dessen Blutbild berichten. Bisher 
scheint das Blutbild dieser Krankheit nur selten beschrieben zu sein. 


Patientin: K. Kawasaki, 9 Jahre und 10 Monate alt. Familiare Anam- 
nese: Die Eltern sind gesund, alle 4 Kinder ebenfalls. Mutter hat bisher 
weder Abortus noch Friihgeburt erlebt. Es liegen keine besonderen hereditaren 
Krankheiten vor. 

Friihere Anamnese: Geburt reif und glatt, in der Sauglingsperiode Mut- 
termilchernahrung. Schon friih vakziniert. Bisher keine nennenswerte Er- 
krankung ausser Masern. 

Jetziges Leiden. Im Februar 1938 beim Ski-Sport fiel sie plétzlich um. 
Obgleich sie damals keine Schmerzen hatte, schwoll ihr bald daraufallmahlich 
die linke Kniegegend an und breitete sich die Anschwellung diffus iber das 
linke Bein aus. Keine Verletzung am Kopf. Am 6. Mai 1939, also ungefahr 
12 Monate spater, wurde sie nach unserer Klinik geschickt. 

Status presens. Statur ist mittelmassig, Ernahrungszustand gut. Res- 
piration normal. Linker Ober-, besonders Unterschenkel ist deutlich angesch- 
wollen mit Naevus vasculosus systematicus, das an der linken Seite scharf be- 
grenzt ist. Aber diese Anschwellung hat keine Ahnlichkeit mit Elephantiasis 
over Varicosis. Dieses Naevus breitet von der linken Gesdssgegend und der 
hinteren, lateralen Seite des Oberschenkels bis zur vorderen Unterhalfte des- 
selben und landkartenaritig ferner bis zu der hinteren Seite des Unterschenkels 
und dem Fussriicken aus. Es ist dunkelrot, hat keine Erhabenheit, ist aber 
scharf begrenzt. Es besetzt noch die radiale Seite des linken Vorderarms, den 
zentralen Teil des Jinken Handriickens, den linken Daumen und einen Teil des 
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Zeigefingers. Die Farbe ist aber schwacher, die Umrisse noch undeutlicher. 
Keine Delle entsteht beim Fingerdruck. An der linken Infrapatellargegend 
sieht man die Narbe einer als Fururfkel angegebenen Affektion. 

Befund. Herzténe rein. Zweiter Pulmonalton ist nicht akzentuiert. 
Atemgerausch normal, kein Rasseln. Perkutorisch keine Abnormitaten. Der 
Bauch ist weich und iiberall tympanitisch. Leber und Milz sind nicht palpabel. 
Die Milzgegend perkutorisch nicht kurz. Kein Tumor fihlbar. Keine 
Dilatation der Bauchautvenen. Patellarreflex ist beiderseits gleich stark, an 
sich schwach. Keine Lymphdriisenanschwel!ung. Zunge belegt. Der Phar- 
ynx ist nicht injiziert. 


TABELLE I. 
Differenz zwischen beiden Seiten. 





V6 V.7 V8 V9 V.10 V.11 V.12 V.13 V.14 V.15 V.16 


| 





40,0 40,0 41,0 40,5 405 403 405 403 41,1 41,0 41,0 























14,5 15,0 16,0 160 15,5 160 160 165 17,5 160 160 
05 10 0 0 05 0 0-02 0 0 0 


Vorderarms 


e* , 
Mitte des ; jedan 
Oberchenkels | R- | 31,0 31,0 30,0 31,0 31,0 30,5 31,0 31,0 30,0 31,5 31,5 
| D. | 90 90 110 95 95 98 95 93 111 95 95 
| L. | 30,0 30,5 29,7 30,0 300 29,7 300 29,5 30,7 305 305 
Mitte des ; P os . 
Unterschenkels | R. 21,0 22,0 21,5 225 22,3 21,7 23,5 22,3 23,0 22,7 22,7 
and D. So &) O2 75 77 28 65 22 77 2% 7 
L. 16,2 163 165 16,3 16,2 160 16,5 164 17,0 16,5 16,5 
Mitte des 5 
Pe ce a | R. | 15,5 15,5 15,0 160 16,0 15,5 16,3 16,0 16,7 16,0 16,0 
| D. | 07 O8 15 03 O02 05 O02 04 03 05 O05 
L. | 15,0 160 16,0 160 160 16,0 160 163 17,5 160 160 
Mitte des | p 
| . 
D. 














V.17_ V.18 V.19 V.20 V.21 V.22 V.23 V.24 V.25 V.26 V.27 





L. | 41,@ 41,0 41,0 41,0 395 39,7 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 














Mitte des R. | 31,5 31,5 31,5 31,5 30,5 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0 
Oberschenkels ’ 
D. 95 95 95 95 95 97 10,0 10,0 100 10,0 100 
. | 305 30,5 306 305 290 29,5 295 295 295 295 295 
Mitte des . . - r an on ‘ oo 
Unterschenkels | R+ | 227 22,7 22,7 22,7 22,0 22,0 22,0 22,7 22,7 22,7 22,7 
D. 78 78 #79 78 70 75 7,5 7,5 68 68 68 
L. | 163 16,3 16,3 16,3 16,3 162 162 16,2 163 163 163 
Mitte des : " : a - : , . . 
Oberschenkels | R- | 160 16,0 160 158 15,9 15,9 16,0 16,0 16,0 16,0 16,0 
D. 03 03 03 05 03 03 O02 O02 03 03 03 
L. | 16,0 160 160 160 160 160 160 160 160 16,0 160 
Mitte des o Pp Ss e e 
ender R. | 15,7 16,0 15,7 15,7 15,7 15,7 15,7 15,7 15,7 15,7 15,7 
orderarms ’ 
D. 03 O 03 03 03 03 03 03 03 03 03 
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V.28 V.29 V.30 V.31 VLI VIL2 VI.3 VI4 VI5 VI6 VL7 














. i. 40,0 40,0 40,0 400 400 400 400 400 400 400 40,0 
Mitte des 
Obeseciieaiieste R. 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0 300 300 30,0 30,0 
D. 10,0 10.0 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
L. 29,5 29,5 295 295 295 295 295 295 295 295 295 
Mitte des ’ on ‘ ~ 
Cadet, R. a7 2a 227 229 By 227 BF By 2 SF 6227 
D. 68 68 68 68 68 68 68 68 68 68 68 
= 16,3 16,3 16,3 16,3 163 163 163 163 163 163 16,3 
Mitte des 
Ciadesiantealie R. 16,0 19,0 16,0 16,0 16,0 16,0 16,0 160 16,0 160 16,0 
D. 03 03 03 03 03 O03 O03 03 O03 O3 03 
L. 16,0 16,0 16,0 16,0 16,0 16,0 160 160 16,0 16,0 16,0 
Mitte des e - 
Vendinetine R. m7. 67 17. S767 7: 7 8S 17 I? a 
D. 








03 03 03 03 03 03 03 03 03 03 03 


Zahlen in ccm. 
L.=Links, R.=Rechts, D. = Differenz. 


Verlauf nach der Aufnahme :—Die Anschwellung war wahrend des Aufent- 
haltes fast gleich gross (Tab. 1). Die Hochlagerung des linken Beins war der 
Kranken etwas angenehm. Am 6. Mai trat leichte Rétung an der linken 
Brust und dem Ricken, am 8. auch am Gesicht auf, die wahrend des ganzen 
Aufenthaltes nicht verschwinden wollte. Das Hitzegefiihl an linken Ober- 
und Unterextremitaten dauerte vom 21. Mai 3 Tage lang an; dann trat das 
Gefiihl wieder am 31., 5. und 6. Juni auf. Dagegen wurde am 4. Juni das 
KaAltegefiihl an den betreffenden Gliedern empfunden. Am 3. Juni wurde 
die Rétung am Gesicht etwas verstarkt. Beim Gehen keine Zunahme derselben 
Anschwellungen, keine Kurzatmigkeit oder Pulsbeschleunigung bemerkt. 
Durch die réntgenologische Untersuchung wurde keine Hypertrophie weder 
des Ober- noch des Unterschenkelsknochens nachgewiesen. 

Entlassen ohne Veranderung. Trotzdem sie nach dem Augenblick des 
Entlassens ruhig zu Hause lebte, soll sie am 7. Juni urplétzlich ohne bemerk- 
liche ‘Veranderung im Allgemeinbe:inden gestorben sein. 


Literatur und Genese. 


Das diffuse Hautangiom mit gleichzeitiger Hemihypertrophie ist von 
Smith" zum ersten Mal, danach von Kalischer,® Weber,” Gesell” 
u. m. a. mehrfach beschrieben worden. 1935 wurde in Japan ein ahnlicher 
Fall von Saito,» Ito® und Ninomiya”. angegeben Das Zusammen- 
treffen der Hypertrophie mit Angioma wird dadurch zu erklaren gesucht, 
dass man es auf die Blutstockung, die von der Lahmung der Vasokonstrik- 
toren in oder post partum verursacht wird, zuriickgefiihrt. Dasselbe 
Krankheitsbild wurde zum ersten Mal von Weber® unter dem Namen 
,angiectatic or haemangiectatic hypertrophy“ vorgeschlagen, dann wurde 
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es von Paterson und Wyllie,” Gray,’®, Pautier und Ullmo! 
u.a. berichtet. Die Blutstockung der oberen Gliedmassen hat nach 
Herlyn'®) hauptsachlich folgende Merkmale: 

1. Es werden vorwiegend Personen jugendlichen bis esas Leben- 
salters betroffen. 

2. Der Beginn ist haufig plétzlich, selten langsam schleichend. 

3. Die Entwicklung bis zum Héhepunkt erfordert manchmal nur 
wenige Stunden, aber auch einige Tage. 

4. Gelegentlich wird eine Gewalteinwirkung, eine ungeschickte Be- 
wegung oder eine anhaltende Beschaftigung als Ursache angegeben; aber 
manchmal auch ohne irgend eine vermehrte Betatigung oder irgend eine 
besondere Anstrengung. 

5. Die Hauptmerkmale bilden die Stauungserscheinungen: Das 
Hervortreten der Blutadern, die Schwellung, die Blauverfarbung der Haut 
und das Schwergefiihl ohne nennenswerte Schmerzen. 

6. Die Erscheinungen bilden sich fast immer durch Ruhestellung und 
Hochlagerung zuriick. Bei neuer Betatigung kénnen sie verstarkt wieder 
auftreten. In diesem Kennzeichen liegt zwar eine gewisse Einheitlichkeit, 
aber die Berechtigung einer einheitlichen Bezeichnung fallt fort, wenn man 
den Ursachenerklarungen im einzelnen nachgeht. So schreibt Herlyn. 

Die Hypothese zur Erklarung der Hemihypertrophie ist nach den 
Autoren verschieden :— 

1. Die embryonale Theorie. 

Es handelt sich um Vitium primae formationis (Gratz!). Gesell" 
und Esau! halten die Hemihypertrophie’ fiir die minimale Form des 
Zwillings oder die einseitige iibermassige Entwicklungsanomalie der eineiig- 
en Zwillings. 

2. Die hormonale Theorie. 

Die Hemihypertrophie besteht wahrscheinlich aus der Hypersekretion 
von Adrenalin (Hutchison'®) oder der abnormen unilateralen Ein- 
wirkung der gleichzeitigen adenoidgewucherten Nebennierenzellen (Har- 
wood,'?” Harwood und O’F]ynn.!® 

3. Die mechanische Theorie. 

In und post partum sind die verschiedenen Mechanismen die Veran- 
lassung zur Hemihypertrophie. Ito schreibt die Entstehung des haman- 
giektatischen Hemihypertrophie der Stauung zu infolge von postoperativ 
hervorgetretenem Unterdriicken. 

4. Die nervése Theorie. 

Dazu rechnet der oben schon erwahnte Fall ovn Kalischer.?? 

Um eine Ubersicht iiber die verschiedenartigen Formen zu geben, die 
man gewohnlich unter dem Begriff des partiellen Riesenwuchses zusam- 
menfasst, stellt Feriz'® eine Anzahl von Fallen zusammen. 
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1. Macrosomia unilateralis et cruciata simplex. 
2. Macrosomia simplex einzelner Extremitaten und Extremitaten- 
abschnitte (Macrodactylia simplex). 
3. Macrosomia unilateralis aut cruciata cum dystrophia lipomatosa. 
4. Macrodystrophia lipomatosa einzelner Extremitaten oder Ex- 
tremitatenabschnitte (Macrodactylia lipomatosa). 


Blutbild. 


Nur wenige Falle von Hemihypertrophie sind berichtet worden. 
I. Saischer® Fall. 
Es handelt sich um nur einen 9 jahrigen Fall von Hemihypertrophie, 
der absolute Leukopenie (3,800 pro ccm.) und Neutropenie mit relativer 
Lymphozytose, aber keine Linksverschiebung zeigte. 
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4 Falle der Blutstockung der oberen Gliedmassen zeigten folgendes 


II. Herlynsche* Falle. 
Blutbild :— 
1. Fall. Hb 97 bis 102. 


Erythrozyten 4,8 Millionen. 


Blutplat- 


tchen 524000. Blutungs- und Gerinnungszeit verkiirzt. 


TABELLE 


II. 


Blutbild von unilateraler hamangiektatischer Hypertrophie. 


Kranke: K. Kawasaki, ?, 9 Jahre und 10 Monate alt. 



























































T 
| Variation der Leukozyten 
Hamo- ton pinon Basophile | Eosimo- | Neutro- | Mono- 
lobin a anit ye ape phile phile |  zyten 
(Haldane) (Tausend)} ccm abso-} | abso-| _— | abso-| —| abso- 
26 | lute | 2% | lute | 9% | lute | % lute 
: a Zahl Zahl Zahl| _| Zahl 
Blut der oar it ee ine ai | wee 
rechten 75 4,530 6,500 | 0,5} 30 | 1,5] 100 |62,0| 4,030| 6,5! 420 
Grosszehe | 
Blut der P s a 
linken 75 4,210 6,000 | 0,5; 30 | 05) 30 {71,5} 4,290 4,5| 270 
Grosszehe | | } 
Variation der Arneth’sche Biutsenkungsgesch- 
Leukozyten Linsverschie bung windigkeit (mm) 
Lympho- | Plasma- I (Yoshida’s 
zyten zellen Mikromethode) 
abso- abso- II | UI; tv) Vv | : a 
26 | lute | 9% | lute | M| W/ T 15’ | 30’ 45’ | 60’ 
Zahl Zahl & an 
Blut der 9 pr ee ‘ ‘. | a set 
rechten 29,5} 1,920) 0 0 0; O | 13} 48)33) 4/2/05 {15 | 20 | 2,5 
Grosszehe Te — wn was re ee ae a CRC a + 
Blut der | 
linken 22,5; 1,350} 0,5; 30 | 0 | 0} 13/50) 35; 2} 0/05 | 0,5. | 15 2,0 
Grosszehe 
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2. Fall. Hb 110%; rote Blutkérperchen 4,4 Millionen. Farbe- 
index grésser als 1; weisse Blutkérperchen 8,200; Blutplattchenzahl 
900000 gegeniiber 240000:der Norm; Blutungszeit 1/2 bis 2 Minuten 
gegeniiber 2 bis 2 1/2 Minuten der Norm. Blutgerinnungszeit 3 Minuten 
10 Sekunden gegeniiber 6 bis 7 Minuten der Norm. 

3. Fall. Hb. 95%; Erythrozyten 5400000; Blutungszeit 1 Minute 
30 Sekunden; Gerinnungszeit 1 Minute 20 Sekunden. 

4. Fall. Hb. 90%; rote Blutkérperchen 5,05 Millionen; weisse 
Blutkérperchen 8500; Thrombozyten normal. Blutungzzeit 1 Minute 35 
Sekunden. Gerinnungszeit 46 Sekunden. 

Das Blutbild in der Peripherie von unserem Fall. 

Nun méchte ich iiber ein Blutbild des vorhergehenden Falls von uni- 
lateraler haemangiektatischer Hypertrophie berichten. Peripherblut wurde 
am 17. April von beiderseitigen Grosszehen genommen, weil wir eine 
mégliche Verschiedenheit zwischen beiden Seiten vermutet hatten. Das 
Resultat war wie erwartet. Eine deutliche quantitative Differenz von 
Plasmazellen, Eosinophilen, Monozyten und wahrscheinlich auch von 
Lymphozyten zwischen beiden Seiten wurde dazwischen beobachtet. 
Ausserdem gab es beiderseits Leukopenie mit absoluter und relativer 
Lymphopenie und Verkiirzung der Blutsenkungsgeschwindigkeit®’. 


Zusammenfassung. 


1. In einem Fall von unilateraler hamangiektatischer Hypertrophie 
wurde beiderseits die deutliche Verschiedenheit im peripheren Blutbild zum 
ersten Mal beschrieben. 

2. Ausserdem wurde eine Leukopenie mit absoluter und relativer 
Lymphozytose und eine Verlangsamung der Blutsenkungsgeschwindigkeit 
beobachtet. 
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Ueber die Bakterienenzyme. 


Ill. Mitteilung. Uber die proteolytischen Wirkungen von Bac. 
pneumoniae (Friedlander) und Micrococcus tetragenus.* 


Von 
.Tatuji Abe. 
(by a XK) 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen 
Fakultat der Kaiserlichen Tohoku-Universitat, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 
(Received for publication, April 23, 1944) 


Im Anschluss an die vorangegangenen Untersuchungen (1944)! iiber 
Staphylokokkenprotease hat sich Verf. hier weiter unter Leitung von Prof. 
Dr. Utzino mit dem Studium iber die proteasenwirkung von Bac. 
pneumoniae und Micrococcus tetragenus beschaftigt. Nach den umfang- 
Teichen Arbeiten von Imaizumi (1938)?) sind die Untersuchungen iiber 
Gartner- und Timotheebakterien von Saitoo (1941), tiber die Proteasen 
der saurefesten Bakterien von Onisi (1941) und iiber die Vibrionen- 
proteasen von Osima (1943)°), im hiesigen Institut veréffentlicht worden. 
In der vorliegenden Arbeit wurden die proteolytischen Wirkungen des 
Autolysats von Bac. pneumoniae und Micrococcus tetragenus untersucht. 
Die Proteinase- und Peptonaseaktivitat desselben von Bac. pneumoniae 
erwiesen sich nur schwach positiv und die Hydrolyse trat am giinstigsten bei 
pH 7,0 in Erscheinung. Das Diglycin wurde stark angegriffen, wahrend 
das Benzoylglycin nur in sehr schwachem Grade hydrolysiert wurde. Im 
Autolysat von Bac. pneumoniae hat man also Proteinase, Peptonase,Dipep- 
tidase und Hippurase festgestellt. Im Gegensatz zu diesen schwachen 
Proteasenwirkungen war-das Autolysat von Micrococcus tetragenus im- 
stande Casein und Gelatine im deutlichen Grad bei pH 7-8 anzugreifen, 
das Pepton aber sehr schwach bei pH 8. 





Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle gedankt fiir die Gewahrung 
einer Unterstiitzung zur Anregung wissenschaftlicher Forschung. 
Prof. Dr. S. Utzino. 





*) S. Utzino und Mitarbeiter: Uber die Bakterienenzyme. XXII Mitteilung. 
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° TABELLE I, 


Proteolytische Wirkungen von Bac. pneumonize (Friedlander). 


Enzym: Die gesammelten Bakterienleiber, die einen Tag lang auf Plattenagar kultiviert 
wurden, hat man in einer 6fachen Volummenge Wasser suspendiert, unter Toluolschicht bei 
37° C 1 Tag lang autolysiert und dann ein zahes Autolysat abzentrifugiert. 2 ccm zentrifugier- 
tes Autolysat wurden in den Versuchsansatzen als Enzymlésung verwendet. 

Versuchsansatz: 2 ccm Autolysat wurden mit 10 ccm 4%iger Substrat- oder 0,1 Mol- 
Peptidlésung und 10 ccm Phosphatpuffer vermischt und unter Toluol bei 37° C digeriert. 
Nach Ablauf einer gewissen Versuchszeit (24 und 72 Std.) wurde die Aciditat in 4 ccm Diges- 
tionslésung nach Sérensen mit 0,1 n-NaOH formoltitriert. Als Kontrollversuch wurde die 
Enzymlésung ohne Substrat unter den gleichen Bedingungen digeriert und die diesbeziiglichen 
Bestimmungswerte sind von denjenigen des Hauptversuchs abgezogen. Diese korrigierten 
Werte sind in der Tabelle angegeben. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 





























| f pH } 
Substrate | Zeit 5,0 6,0 6,6 7,0 7,6 | 8,0 
| (Std ae 
Dien | 24 0 0 0,1 0,11 | 0,09 0,07 
(Hammarsten) | 72 0,07 | 0) 0,13 | 021 | 0,16 0,14 
7 —_—  -. 0 00% | 01 | 002 | —002 
Gelatine K C 
73 0,01 0,1 0,15 0,28 0,11 0,07 
24 —0,02 0,07 | 0,11 0,18 0,09 0,09 
Pepton K 
72 0,03 0,11 | 0,16 | 0,29 | O19 0,05 
* 24 | am | 
Diglycin — -_ _— | — _ 
| 2 | 417 
Benzoylglycin | | 
| 
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Proteolytische Wirkungen von B. pneumoniae und Mic. tetragenus 


TABELLE II. 


Proteolytische Wirkungen von Micrococcus tetragenus. 

Enzym: Die aus Plattenagar gesammelten Bakterien (1 Tag) suspendierte man in einer 
3fachen Volummenge Wasser, digerierte das Gemisch unter Toluol bei 37°C 1 Tag lang und 
dann zentrifugierte es ab. 

In den Versuchsansatzen wurde | ccm zentrifugiertes Autolysat als Enzymlésung ver- 
wendet. ' 

Versuchsansatz: 1 ccm Autolysat+10 ccm Sulbstratlésung (4% Lésung)+10 ccm 
Puffer+Toluol. Kontrollversuche mit Enzym-Puffer ohne Substrat. Die korrigierten Acidi- 
tatszunahme angegeben. 





Aciditatszunahme in 4 ccm Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 














pH | 
Substrate Zeit 5,0 60 | 66 7,0 7,6 8,0 
(Std.) \ | | 
= 
24 | 012 | 053 | 071 | 081 | 0,82 1,06 
Casein H 
72 | 03 | og2 | 11 1,12 | 1,13 1,54 
24 | 0,19 | 0,54 | 062 , Os 0,81 0,81 
Gelatine KC | } 
72 | 037 | 08 093 | 417 | 1,13 1,1 
24 | —0,04 | 0,06 | 006 | 0,06 | 0,13 0,22 
Pepton K - 
72 0,12 | 015 | 016 0,26 
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Ueber die bakterizide und entwicklungschemmende 
Wirkung von 1-Rhodinsaure, d-Citronellsaure 
und Hinokitiol im Vergleich mit 
Caprinsaure und den ihr 
naheverwandten Fettsauren. 


Von 
Shigehiro Katsura, Kazuo Tamura, Sigehiro Hatori und 
(#é i %) (He AR) (Am Th ®) 
Sadamasa Maeda. 
(ad A ef TE) 


(Aus der Katsura-Naika Klinik an der Taihoku Kaiser- 
lichen Universitat, Taiwan. Direktor: Prof. Dr. 
Shigehiro Katsura.) 
(Received for publication, August 12, 1944) 


(Berichtet bei der 18. u. 19. Tagung der Japanischen Gesellschaft fiir 
Tuberkulose im April 1940 u. 1941.) 

Es gibt viele Versuche iiber die Bezichungen der Tuberkelbazillen zu 
den Fett -u. Lipoidarten. Uber die diesbeziigliche Literatur verweisen 
wir auf die Arbeiten von Wakabayashi," lijima,” Kusunoki 
u. a.? und Kasai u.a.” Nach den Untersuchungen von Wakabaya- 
shi!’ wirkt unter den gesattigten Normalfettsauren Laurinsadure, und 
unter den ungesattigten Normalfettsauren Stearolsiure am_ starksten 
wachstumshemmend auf Tuberkelbazillen .in vitro. Nach Lijima*® 
besitzt Caprinsaure unter den gesattigten Normalfettsauren die starkste 
bakterizide bzw. entwicklungshemmende Wirkung. Die _ vorliegende 
Arbeit umfasst die Untersuchung iiber eine bakterizide bzw. entwick- 
lungshemmende Wirkung von /-Rhodinsaure, d-Citronellsaure und Hino- 
kitiol auf Tuberke!bazillen in vitro. Zum Vergleich mit diesen Sub- 
stanzen wurden einige Normalfettsauren mit 10-12 C-zahl, namlich, 
Caprinsaure, Undecylensaure, Undecylsaure und Laurinsaure unter- 
sucht. 

Zur Priifung der bakteriziden Wirkung werden Tuberkelbazillen in 
Emulsionen von verschiedener Konzentration einer zu untersuchenden 
Substanz fiir eine bestimmte Zeit gelassen, worauf sie auf einen Nahrboden 
geimpft und ihre Entwicklungszustande beobachtet werden. Bei der 
Priifung der entwicklungshemmenden Wirkung wird ein Nahrboden ver- 
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fertigt, der die zu priifende Substanz in verschiedener Konzentration ent- 
halt, und die Entwicklungszustande der darauf geimpften, nicht mit einer 
Fettsaure behandelten Tuberkelbazillen beobachtet. Jedenfalls ist fiir 
derartige Versuche notwendig, zuerst eine Lésung oder eine Emulsion der 
zu untersuchenden Substanz herzustellen. Als wir aber diese Unter- 
suchungen vorgenommen hatten, besassen wir keinen Emulgierapparat, 
infolgedessen wir die Emulsion der Fettsauren ohne Benutzung eines 
Emulgierapparates herstellen mussten. Das Prinzip unseres Verfahrens 
besteht darin, dass ein Filtrat von Sputum als Emulgator der Fettsauren 
benutzt wird. Im folgenden wird Naheres dariiber beschrieben. 

Eine beliebige Menge méglichst frischen, unbehandelten Sputums, 
das am besten von mehreren Patienten ausgespuckt worden ist, wird in einem 
Becherglas mit der gleichen Menge Phosphatgemisch, das bei der Her- 
stellung des Nahrbodens von Oka u. Katakura® benutzt wird, (5 g 
primares Kaliumphosphat, 5 g Natriumdiphosphat und 10 g glutamin- 
saures Natrium werden in 1000 ccm dest. Wasser gelést) und Glycerin im 
Verhaltnis von 6% der ganzen Menge versetzt und in einem siedenden 
Wasserbad unter oftmaligem Umrihren iiber 1 Stunde erhitzt. Das 
Ganze wird durch ein Tuch grob filtriert, das Filtrat fiir einige Minuten 
zentrifugiert und vom Bodensatz abpipettiert. Durch dieses Verfahren 
gewinnt man eine weissliche, etwa milchig getriibte Flissigkeit. Das pH 
dieses Sputum-Phosphatgemisches liegt zwischen 5,8 und 6,4. Wir haben 
im tibrigen in unseren Vorversuchen eingehend untersucht und nachgewie- 
sen, dass dieses Sputum-Phosphatgemisch, so wie wir es gebrauchen, auch 
ohne Veranderung des pH keine bakterizide bzw. entwicklungshem- 
mende Wirkung auf Tuberkelbazillen entfalt. 

Wenn man einige Milligramm oder mehr Fettsaure, die wir zu unseren 
Untersuchungen verwendeten, oder Hinokitiol, in einem Reagenzréhrchen 
in einigen ccm dieses Sputum-Phosphatgemisches evt. unter Erwarmung 
schiittelt, wird in den meisten Fallen eine milchig-weiss aussehende Fett- 
saureemulsion leicht hergestellt. Unter den genannten Fettsauren ausser 
Laurinsdure ist die Herstellung von 1-3%-igen Emulsionen gar nicht 
schwer. Bei Laurinsaure ist héchstens eine 1%-ige Emulsion unter Er- 
warmung herstellbar. Bei héheren Fettsauren wie Palmitinsaure oder 
Stearinsaure ist indessen die Herstellung einer Emulsion sehr schwierig. 
Ausserdem haben wir festgestellt, dass 0,01-0,2%ige Emulsionen unserer 
Fettsauren und des Hinokitiols in diesem Sputum-Phosphatgemisch ihr 
pH nur um 0,1-0,3 verkleinern. 

Unser Nahrboden zur Priifung der Entwicklungshemmung wird fol- 
genderweise verfertigt. Namlich, bei der Herstellung von Oka u. 
Katakuraschem Nahrboden fiir Tuberkelbazillen wird anstatt des 
eigentlichen Phosphatgemisches unser Suptum-Phosphatgemisch benutzt, 
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in welchem vorher die zu untersuchende Fettsaure emulgiert worden ist. 
Der Fettsauregehalt dieser Emulsion wird durch den Grad der Verdiin- 
nung, d.h., in wieviel ccm Emulsion 1 g Fettsaure enthalten ist, ausge- 
driickt. Richtiger sollte man molekulare Konzentration verwenden, aber 
im Bereich unserer Substanzen mit dem Molekulargewicht von 170-200 
dirfte kein sehr grosser Fehler vorkommen, auch wenn die oben erwahnte 
Weise der Verdiinnung verwendet wird. Ausserdem ist der Fettsaure- 
gehalt wegen der zahen Beschaffenheit des Eigelbmediums nicht ganz 
genau einstellbar. 

Im folgenden. wird ein Beispiel angegeben: 0,3 g einer Fettsaure 
werden in 10 ccm Sputumphosphatgemisch geschiittelt und emulgiert. 
Diese Stammemulsion von ca 1: 100/3 wird mit dem Sputum-Phosphat- 
gemisch sukzessiv 10-, 100-fach (bzw. 2-, 4-, 8-fach) usw. verdiinnt, z.B. 
in der Weise, dass 0,5 ccm Stammemulsion in 4,5 ccm Sputumphosphat- 
gemisch (bzw. 2,5 ccm Stammemulsion in 2,5 ccm Sputumphosphatge- 
misch) verdiinnt wird und weiter in gleicher Weise fortgefiihrt wird. 
Andererseits werden Eigelb (4 ganze Eier und 1 Eigelb werden umgerihrt’ 
und durch ein Tuch filtriert.) und 2%-iges Malachitgriin vorbereitet, beides 
im VerhAltnis von 194: 6 ccm gut gemischt und in eine Biirette gebracht. 
Man gibt nunmehrie 2 ccm Emulsion in ein steriles Reagenzréhrchen mit 
Wattestopfen hinein, und misclit sie mit 4 ccm Eigelb-Malachitgriin, das 
aus einer Biirette herausgegossen wird, unter sanftem Umschwenken gut 
durch. Wenn man dies in schrager Stellung eine halbe Stunde bei 85°C 
(nach langsamer Steigerung der Temperatur bis 85°C) erstarren lasst und 
am 2. und 3. Tag je 40 Minuten bei 80°C sterilisiert, dann gewinnt man 
Nahrboden, die eine Fettsdure ungefahr in 1: 10%, 1: 10%, 1: 10* bzw, 
1: 107, 1: 210%, 1: 4x 10% usw. enthalten. Fiir jede Verdiinnung einer 
Fettsaure werden 2 Exemplare des Nahrbodens verfertigt. Zur Kontrolle 
dienen 2 Exemplare des Nahrbodens, der das Sputum-Phosphatgemisch 
ohne Zusatz einer Fettsaure enthalt. 

Zur Untersuchung der bakteriziden Wirkung werden die Fettsaure- 
emulsionen ohne Zusatz von Eigelb-Malachitgriin nach Dampfsterilisation 
verwendet. Wenn man von derselben Stammemulsion ausgeht und der 
Fettsauregehalt derselbe sein soll wie der des Nahrbodens, so verdiinnt man 
1 ccm Stammemulsion mit 2 ccm Sputum-Phosphatgemisch. Zur Kon- 
trolle dient das Sputum-Phosphatgemisch, ohne dass eine Fettsaure darin 
emulgiert wird. 

Als Tuberkelbazillen wurden 2 Stamme, die aus dem Sputum von 
schwer leidenden, spater gestorbenen Lungentuberkulésen (Rin u. Chin) 
auf den Oka-Katakura-Nahrboden isoliert und dann fortdauernd rein 
kultiviert worden waren. Zur Untersuchung der Entwicklungshemmung 
wurde i Normal-Oese bzw. 2 mg etwa 3 Wochen alter Reinkultur dieser 
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Bazillen in einem Agatmérser in 2 ccm steriler physiologischer Kochsalz- 
lésung gut verrieben, 5 Minuten lang bei 1000 Drehungen pro Minute 
zentrifugirt und | Tropfen der Oberschicht durch eine Pravatz’ Spritze 
(mit einer Nadel von 1/2 mm) nochmals in ! ccm steriler physiologischer 
Kochsalzlésung hineingetan und gut durchgemischt. Von dieser wurde jc 
1 Oese (von 4 mm Durchmesser) auf den in oben erwahnter Weise herge- 
stellten Nahrboden eingerieben. Zur Untersuchung der Bakterizidie wurde 
der Bazillentropfen aus der Pravatz’ Spritze nicht in die Kochsalzlésung, 
sondern in die Reagenzréhrchen hinein getraufelt, die vorher mit je 1 ccm 
sukzessiv verdiinnter Fettsaureemulsion beschickt worden waren. Nach 
Stehenlassen fiir 24 Stunden in einem Brutofen bei 37°C wurde aus jedem 
Réhrchen je eine Oese (von 4 ccm Durchmesser) auf je ein Exemplar des 
Oka-K atakura-Nahrbodens kultiviert. Bei jedem Exemplar des Nahr- 
bodens wurde die Zahl der Kolonien wéchentlich 1 mal und zwar wahrend 
2 Monate beobachtet. Die Konzentration, bei der keine Kolonien wuch- 
sen, wurde als vollkommen bakterizid bzw. entwicklungshemmend, und 
dicienige, bei der die Kolonien ebenso iippig wie die Kontrolle wuchsen, 
wurde als nicht bakterizid bzw. entwicklungshemmend _bezeichnet. 
Unvollkommen bakterizid bzw. hemmend wurden die Exemplare benannt, 
bei denen die Zah] der Kolonien deutlich kleiner war als die der Kontrolle. 

Von den in dieser Mitteilung verwendeten Substanzen* verweisen 
wir iiber /-Rhodinsdure, d-Citronellsaure, Caprinsaure, Undecylensaure 
und Hinokiol auf unsere friihere Arbeit.?) Nur sei hier erwahnt, dass 
die in diesen Versuchen angewandte /-Rhodinsaure die reinste, d.h., von 
Hinokitiol praktisch vollstandig befreite Substanz ist. Undecylsaure wird 
durch katalytische Hydrierung der Undecylensaure dargestellt und hat 
folgende Eigenschaften: Kp 15: 164°C, Smp: 29°C. Laurinsaure ist 
ein von der Firma Theodor-Schuhardt geliefertes Praparat und hat fol- 
gende Eigenschaften: Kp 15: 176°C, Smp: 44°C. 

Die Resultate der Untersuchung iiber die bakterizide Wirkung wer- 
den in Tabelle I.-IV., und die tiber die entwicklhungesmmende Wirkung 
in Tabelle V. u. VI. angegeben. (Tabelle I.-VI.) 

Wie aus den Tabellen ersichtlich ist, schwankt die Konzentration, 
bei der die vollkommen und unvollkommen bakterizide bzw. entwick- 
lungshemmende Wirkung zutagetritt, bis zu einem gewissen Grade in den 
einzelnen Versuchen. Prigge® schlug vor, bei der Beurteilung der 
wachstumshemmenden Kraft nicht auf die absolute Konzentration, bei 
welcher die Wirkung erscheint, sondern auf den Vergleichswert mit der 





* Die in unseren Versuchen verwendeten Substanzen sind uns von Prof. Nozoe, Direktor 
des organisch-chemischen Laboratoriums unserer Universitat zugeteilt und ihre Eigenschaften 
auch von ihm gepriift worden, wofiir wir ihm an dieser Stelle aufs herzlichste danken. 
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Konzentration einer Substanz, deren wachstumshemmende Kraft sicher 


bekannt ist, Gewicht zu legen. 


Nach unseren Untersuchungen schwankt 


auch die Reihenfolge der Fettsauren inbezug auf die Starke der bakteriziden 


Wirkung einigermassen in den einzelnen Versuchen. 


Es ist jedoch ein- 


leuchtend, dass Laurinsdure unter den genannten Fettsauren am starksten 


bakterizid wirkt. 


Dieses Ergebnis stimmt mit dem von Wakabayashi 


iiberein. Undecylsaure, Caprinsauze und Undecylensaure wirken etwa 


Versuche iiber die bakterizide Wirkung von Hinokitiol 
auf Tuberkelbazillen. 


TABELLE I. 






























































































“ Fett- 
sauren |/-Rhodin-| d—Citronell- | Caprin. | Undecylen- | Undecyl- | Laurin-| Hinoki- 
Bakte- sdure saure saure saure saure saure tiol 
rizidie See 
“de. 5x10 | 5x10 | 2x10} 2x10 4x 10 | 4x10 
. 7 
unvollkommen 
fehl 2x 1065 2x 108 4x 108 8x 108 8x 10° | 3,2 104 
TABELLE II. 
Fett- 
sauren |/—Rhodin-| d—Citronell- | Carpin-| Undecylen- | Undecyl- | Laurin-| Hinoki- 
Bakte- sdure sdure sdure saure sdure saure tiol 
rizidie 
“wide 5x 102 108 103 108 | 2108 | 2108 | 4108 
“aT ee | Lee 2x 108 | 2%108 | 45108 | 4x 108 |3,2x 108 
Schit 2x10 | 2x10 | 4x10 | 4108 | 8x108 | 8x 108 [64x 108 
bei (1: ) x x x x x x 4x 
TABELLE III. 
Fett- 
sauren |/-Rhodin-| d—Citronell- | Caprin- | Undecylen- | Undecyl- | Laurin- | Hinoki- 
Bakte- saure sdure saure saure sdure saure tiol 
rizidie at: 
act 108 | 5x10 «| 8x10 | 2x10 | 4x10° | 8x10 | 4108 
unvollkommen 108 16x108| 4108 8x 10° |16x10'| 105 
bei(1: ) 
bei (I: 2x 108 2108 |3,2%108| 8x10 116510 13.2% 108 108 
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TABELLE IV. 






































































































































sduren | /-Rhodin | d—Citronell- | Caprin-| Undecylen- | Undecyl- | Laurin- | Hinoki- 
sduren saure saure saure sdure saure tiol 
rizidie as 
Gor 5x 10 5x 102 2x 108 2> 108 4x16 8x 10° | 2x 104 
“aa 108 18 | 4x10" | 4x10° | 8x 108 Weg 8x 104 
fehit 2x 108 2x108 | 8x10 | 8x108 | 1,6x 108" |1,6x108} 105 
bei (1: ) 
Versuche iiber entwicklungshemmende Wirkung von 
Hinokitiol auf Tuberkelbazillen. 
TABELLE V. 
NN. Fett- 
\ sauren 
" I-Rhodin- | d-Citronell- | Caprin-| Undecylen- | Undecyl- | Laurin- | Hinoki- 
Entwick-~ saure saure saure saure saure sdure tiol 
lungs- » 
liemmung \ a) — 
“Saar. 5x 102 10° | 2108 | 2x 108 2x 108 | 2% 108! 5x 108 
unvollkommen 108 4x10 | 4x10 4x10° | 810%} 108 
bei(1: ) 
bd ls ' 2x10° | 2x10) | 8x108 | 8x10% | 8x10 [1,6x10*| 2x 108 
TABELLE VI. 
Fett- 
sauren 
!-Rhodin- | d—Citronell- | Caprin- | Undecylen- | Undecyl- | Laurin-} Hinoki- 
Entwick- sause sdure saure saure saure saure tiol 
lungs- 
hemmung ca . - 
“ane, 5x 102 108 | 2108 | 2x 108 2x10" | 2x 10*| 5x 108 
_ ie rl 
unvollkommen 108 2x10 | 4x10 | 4x10 4x 108 
bei (1: ) 
fehit 2x10 | 4x10" | 8x10 | 8x10" | 4x10° | 810%} 108 
= ‘bea{ls) 
nachst der Laurinsaure stark bakterizid. Es steht auch fest, dass 


l-Rhodinsaure und d-Citronellsaure viel 


schwacher bakterizide bzw. 


entwicklungshemmende Wirkungen besitzen als die anderen, in unseren 


Versuchen untersuchten Fettsauren. 





Was hier gesagt wird, gilt gewiss- 
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ermassen auch vom Ergebnis der Untersuchung iiber die entwicklungs- 
hemmende Wirkung der genannten Fettsauren auf Tuberkelbazillen. 

Wie wir® ” schon berichtet haben, vermindern sich nach Beginn der 
Darreichung von /-Rhodinsaure bzw. d-Citronellsaure die Tuberkel- 
bazilien im Sputum betrachtlich, und Hand in Hand damit verlangsamt 
sich die Senkungsgeschwindigkeit der roten Blutkérperchen, und die ex- 
sudativern Schatten auf dem Réntgenbild werden deutlich resorbiert, 
wahrend bei Darreichung von Caprinsaure kaum gleichartige Erscheinun- 
gen beobachtet werden. Aus dieser Tatsache und den obigen Ergebnissen 
kann man schliessen, dass die Wirkung einer Fettsaure auf Tuberkelbazillen 
in vitro anders ist als die Wirkung, die nach peroraler Einnahme der 
Fettsaure in vivo in Erscheinung tritt. Andererseits kann man nach un- 
seren Ergebnissen sagen, dass man bei lokaler Anwendung von /-Rhodin- 
saure bzw. d-Citronellsaure bei tuberkulésen Erkrankungen keinen nen- 
nenswerten Erfolg erwarten kann. 

Was Hinokitiol betrifft, so ist seine bakterizide Wirkung auf Tuber- 
kelbazillen viel starker als die von Caprinsaure und Laurinsdure. Seine 
entwicklungshemmende Wirkung auf Tuberkelbazillen ist auch einiger- 
massen starker als dieyenige von Caprinsaure und Laurinsdure. Nach 
diesen Ergebnissen kann man erwarten, dass die lokale therapeutische 
Anwendung von Hinokitiol bei tuberkulésen Erkrankungen wie z.B. bei 
tuberkulésem Pyothorax, tuberkuléser Analfistel, Harnblasentuberkulose 
usw. erfolgreich sein wiirde. In unseren weiteren Untersuchungen haben 
sich diese Erwartungen tatsachlich in sehr befriedigender Weise bestatigt. 
Ausserdem hat sich erhellt, dass Hinokitiol auch bei Lungengangraen mit 
gutem Erfolg angewendet werden kann. Ueber die diesbeziiglichen Ver- 
suche werden in anderen Arbeiten Bericht erstattet werden. 


Zusammenfassung. 


1. Eine Methode wird beschrieben, durch welche einige in Wasser 
unlésliche Fettsauren mit 10-12 C-zahl einfach emulgiert werden kann. 
Mittelst dieser Methode wurden die bakterizide bzw. entwicklungshem- 
mende Wirkung von /-Rhodinsaure u. d-Citronellsaure, die bei Darrei- 
chung bei Lungentuberkulésen deutliche Verminderung bzw. Versch- 
winden der Tuberkelbazillen im Sputum hervorbringen, mit denen einiger 
Fettsauren verglichen, deren Wirkung auf Tuberkelbazillen als stark 
angenommen wird. Auch dieselben Wirkungen von Hinokitiol wurde 
untersucht. 

2. Unter den untersuchten Fettsauren wirkt Laurinsaure am 
starksten bakterizid und entwicklungshemmend. Dann folgen etwa der 
Reihe nach -Undecylsaure, Caprinsaure und Undecylensdure. d-Cit- 
ronellsaure und /-Rhodinsaure wirken am schwachsten. 
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2) 
3) 


5) 
6) 
7) 
8) 
9) 


3. Die Wirkung in vivo und in vitro ist anders. Namlich, die in 
vitro schwach wirkenden Fettsauren kénnen in vivo starke Wirkung 
zeigen und umgekehrt. 

4. Die bakterizide Wirkung von Hinokitiol auf Tuberkelbazillen ist 
vielfach starker als diejenige von Caprinsaure und Laurinsdure. Die 
lokale therapeutische Anwendung von Hinokitiol bei tuberkulésen Er- 
krankungen z.B. bei tuberkuléser Fistelbildung, tuberkulésem Pyo- 
thorax, Harnblasentuberkulose usw. ist sehr aussichtsreich. 
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Uber den Einfluss der Leibessubstanzen der 
Typhusbazillen auf den Gehalt 
an Leberglykogen. 
I. Mitteillung. 


4 Von 


Kiyosige Ogawa. 
(I a 2%) 
(Aus dem Bakteriologischen Institut der Reichsuniversitat 
zu Sendai, Direktor: Prof. Dr. M. Kuroya.) 
(Received for publication, September 21, 1944) 
Einleitung. 

Leber ist eines der fiir den Stoffwechsel wichtigsten Organe, welche 
mit Kohlenhydrat, Eiweiss, Fett, Salz, Wasser usw. in enger Beziehung 
steht, und seit der Entdeckung von Leberglykogen nach Bernard!) 
(1849) steht es fest, dass sie vor allem bei dem Kohlenhydratsaustausch 
eine grosse Rolle spielt. 

Dass die Leber, wenn eine giftige Substanz in den K6rper eingefiihrt 
wird, eine neutralisierende Gegenwirkung ausiibt und dabei je nach der 
Eigenschaft und Menge des Giftes eine bestimmte funktionelle resp. 
histologische Veranderung in ihr hervorgerufen wird, ist bereits durch 
mehrere klinische und experimentelle Untersuchungen bewiesen worden 

Manche Autoren, wie Salkowsky,” Rosenbaum,» Demant," 
v. Mering,® Sawada,” Hayasi,” Wakabayasi,® Okusi,® Arai, 
Okano," Onodera,!” Imai,!® Kanazu,'” Okazaki,'!® u.a. be- 
merkten histologische Veranderung, Stérung der Farbstoffausscheidungs- 
fahigkeit oder Verlust an Glykogen in der Leber der mit Arsen, Strychnin, 
Phosphor, Tetrachlormethan, Chloroform oder Phloridzin vergifteten Tiere. 
Die oben genannten Veranderungen werden auch durch Bakterientoxin 
hervorgerufen: Elkeles u. Heimann,'® Bamberger, Never u. Oer- 
kers,!” Iino,!® Watanabe,’ u.a. durch die Zufuhr von Diphtherie- 
toxin, Gruber, Aussmann,® Imazu, Kitu,?”) Hayasi,?® 
Tabei, Watanabe, Hatakeyama,” Yamabayasi,?” Saga- 
wa,?? Yokowou. Hayakawa u.a. durch Typhus- oder Paratyphus- 
toxin, Fujii, Ikebukuro,*’ Inoue,™ Kurita® u.a. durch Dysen- 
terietoxin bemerkten das Vorkommen 4hnlicher Veranderungen in der 
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Leber. Es liegen verhaltnismassig wenige Arbeiten iiber die zeitliche 
Schwankung des Glykogengehaltes in der Leber nach der Injektion von 
Bakterientoxin vor. Hayasi veréffentlichte, dass bei den mit 4 mg 
getéteter Typhusbazillen auf 1 kg Kérpergewicht injizierten Kaninchen 
das Leberglykogen 12 Stunden nach der Injektion ein wenig, nach 24 
Stunden auffallend sich vermindert und danach ungefahr vom vierten 
Tag an allmahlich wiederhergestellt wurde. Fujii berichtete dariiber, 
dass bei den mit Oharaschen Bazillen (Bakterium paradysenteriae, 
Kruse-Sonne) injizierten Kaninchen das Leberglykogen in der Menge 
unterhalb ihrer M.L.D. (0,1 mg) fast nicht beeinflusst wurde, wahrend bei 
Zufuhr ihre M.L.D. (0,3 mg) 3-6 Stunden nach der Injektion am deut- 
lichsten abnahm. Kurita beobachtete, dass bei den mit getéteten 
Sigaschen Dysenteriebazillen (Bacterium dysenteriae, Siga) injizierten 
Mausen das Leberglykogen vom ersten Tage an massig stark, am dritten 
Tage am starksten abnahm und danach allmahnlich sich vermehrt und 
am 15 ten Tage véllig wiederhergestellt wurde. Iino berichtete ferner 
iiber die Ergebnisse seiner Untersuchung, dass das Leberglykogen. des mit 
Diphtherietoxin vergifteten Kaninchens, je deutlicher seirfe Vergiftungs- 
zeichen auftreten, desto auffallender sich verminderte und im sterbenden 
Zustande nur spurweise iibrig blieb. 

Die oben genannten Autoren brauchten als Bakterientoxin nur die 
Suspension, iiberstehende Fliissigkeit oder Filtrat der durch Erhitzung 
abgetéteten Bakterien. 

Hier méchte Verfasser iiber. die vergleichenden Untersuchungen 
berichten, was fiir eine Schwankung des Leberglykogens durch jede Leibes- 
substanz der Typhusbazillen hervorgerufen werde, die man in unserem 
Institut mittels der von Prof. Kuroya* *) und seinen Mitarbeitern aus- 
gefiihrten Methode isoliert hat und sich mehr oder weniger toxisch fiir 
Mause erwies. 


‘ 
Versuchsmethode und -material. 


Der zum Experiment verwendete Stamm. 

Der zum Extrahieren der giftigen Leibessubstanzen gebrauchte 
Stamm ist ein Typhusbazillenstamm, der seit Jahren, als ,,T 140‘* bezeich- 
net, sich in der Sammlung unseres Instituts befindet. Nach einigemal 
wiederholter Tierpassage wurde eine grosse Menge dieser Bazillen durch 
Kultur auf gewéhnlichen Agarplatten gewonnen, wobei deren M.L.D. fiir 
Mause 0,02 mg pro 10 g Kérpergewicht betrug. 


Isolierung der Fraktionen aus den Bakterienleibern, 


In unserem Institut isolierte man aus dem Wasserextrakt der Typhus- 
bazillen die Proteinfraktion (PF) und Kohlenhydraktion (CF). Von CF 
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wurden weiterhin die Mucoidfraktion (MF) und Polysaccharidfraktion 
(PSF) abgetrennt, und zwischen beiden letzteren gab es eine Reihe 
von Ubergangsformen, deren N- und P-Gehalt von MF zu PSF allmahlch 
gesunken ist. MF, war als eine der letzteren Substanzen gewahlt, 

In dieser Arbeit wurden ausser den oben erwahnten Fraktionen auch 
der entfettete Bakterienleib und der mit Wasser véllig extrahierte Bakteri- 
enrest auf ihre Wirkungen hin gepriift. 

1. Entfetteter Bakterienleib. 

Die bereits erwahnte Typhusbazillenkultur, nachdem sie durch 
Zusatz mit 5 fachem Gewicht von Aceton und darauf von Aether-Alkohol 
fast véllig entfettet wurde, wurde in Zimmertemperatur getrocknet und 
im Moérser tiichtig zerrieben. Diese entfettete Bakterienmasse war so 
toxisch, dass die mit 2 mg derselben eingespritzten Mause alle zugrunde 
gegangen waren. 


2. PF. 
Die entfettetete Bakterienmasse wurde durch allmahlichen Zusatz 


neutralen destillierten Wassers wiederholt extrahiert.. Wenn dieser 
Extrakt durch Zusatz mit HCl zu pH 4,2 gebracht wurde, so fiel die 
Proteinfraktion d.h. PF aus. Die M.L.D. fiir Mause von dieser Sub- 
stanz betrug 2,0 mg pro 10 g Kérpergewicht. 


S$. CF. 
Die oben erwahnten entfetteten Typhusbazillen wurde im Wasser 


suspensiert, bei 100°C 30 Minuten lang extrahiert und nach Abkiihlungen 
stark zentrifugiert. Diese Fliissigkeit wurde eingeengt, dialysiert, dann 
wiederum konzentriert. Das in dieser Lésung enthaltene Eiweiss wurde 
in pH 4,0 gefallt. Wurde der so gewonnenen iiberstehenden Flissigkeit 
in pH 5,0 eine 3 fache Menge Aceton zugesetzt, so wurde CF gefallt. 
Die M.L.D. dieser Substanz betrug 0,2 mg pro 10 g Kérpergewicht der 
Mause. 


4. MF. 
Die in oben geschilderter Weise hergestellte CF enthielt ausser 


eigentlicher toxischer Fraktion (MF) noch andere nicht toxische Sub- 
stanzen. Um diese Verunreinigungen zu beseitigen, wurde CF im Wasser 
zu 1% gelést, mit HCl zu pH 1,2-1,4 gebracht und mit gleichem Volum 
Aceton zugesetzt, damit die héchst toxische Fraktion MF gefallt wurde. 
Nach nochmaliger Fallung war MF so giftig, dass ihre M.L.D. fiir Mause 
0,05 mg pro 10 g Kérpergewicht betrug. 

5. PSF. 

Bei der Fallung der MF setzte man der iiberstehenden Lésung weiter 
2 Volumen Aceton zu. Die abgeschleuderten Niederschlage wurden 
noch 2 mal in gleicher Weise umgefallt. Diese Substanz zeigte keine 


Giftigkeit (M.L.D.>10 mg). 
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6. MF‘. 

Die 1% Lésung der obigen MF wurde mit Essigsaure zu 2% zuge- 
setzt, bei 100°C 30 Minuten lang erhitzt und nach Abkiihlung abzen- 
trifugiert. Der Zentrifugat-oben wurde konzentriert, dialysiert und 
bei pH 5,0 mit 3 facher Menge von kaltem Aceton zugesetzt. Dabei 
fallte sich eine Art MF, hier als MF* bezeichnet. Diese Substanz war 
war schwach toxisch (M.L.D.—5,0 mg). 

7. Bakterienrest. 

Der zerriebene Rest. der Typhusbazillen, die durch Erhitzung im 
Wasser mehrmals extrahiert waren, um CF zu gewinnen, wurde weiter in 
gleicher Weise wie oben wiederholt behandelt, bis man fast keine wasser- 


lésliche Substanz mehr daraus bekam. Dieser Rest war frei von Gif- 
tigkeit. 


Versuchstiere. 


Als Versuchstiere wurden Mause iiber 10 g benutzt, welche mit 
bestimmter Nahrung iiber 10 Tage lang gefiittert und ganz gesund gehal- 
ten waren. Bekanntlich schwankt der Gehalt an Leberglykogen je nach 
Jahreszeit und {Temperatur. Um solche natiirliche Schwankung 
méglichst zu vermeiden, wurde die Temperatur der Tierkammer immer 
bei 12°-15°C erhalten und die Versuche von Dezember bis zum Marz 
ausgefiihrt. 


Rubereitung und Dosierung der Giftlisung. 

In diesem Versuch beobachtete Verfasser laufend den Fortgang des 
Glykogengehaltes in der Leber nach der Injektion von Gift bis zur 
Wiederherstellung zum Normalwert. Darum hielt man die gebrauchte 
Giftmenge ohne Ausnahme unterhalb M.L.D.: entfetteter Bakterienleib; 
0,5, 0,1, 0,02 mg; PF 0,5, 0,1, 0,02, 0,005 mg; CF 0,1, 0,02, 0,005 mg. 
MF 0,02, 0,005 mg; PSF 5,0, 2,0 mg; MF, 2,0, 0,5 mg; Rest 0,5, 0,1 mg 
Diese verschiedenen Giftmengen wurden je in 0,5 ccm von sterilisierter 
physiologischer Kochsalzlésung gelést und in Méause intraperitoneal 
eingespritzt. 

Glykogenbestimmung. 

Je fiinf mit der oben erwahnten Giftmenge injierten Mause wurden 
als eine Gruppe getétet und je 0,2 mg deren Leber, welche sofort nach 
dem Tode herausgenommen wurden, gebrauchte man fiir die Glykogen- 


bestimmung. Zur Bestimmung von Leberglykogen diesnte die Suto” 
sche Methodik. 


Versuchsergebnisse. 


A. Kontrollversuch. 
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1. Gehalt an Leberglykogen bei normalen Mausen. 

Um die Ergebnisse der folgenden Experimente zu bestatigen, muss 
man den Gehalt des Leberglykogens der normalen Mause bestimmen. 
Weil der Glykogendehalt in der Leber, wie bereits erwahnt, je nach 
Jahreszeit mehr oder weniger schwankt, wurde er vor und nach dem 
Versuch d.h. am Ende November und Anfang Marz des nachsten 
Jahres gemessen. Bei der ersteren Bestimmung betrug er 1,74-2,43%, 
durchschnittlich 2,13%; wahrend er bei der letzteren 1,66-2,23%, 
durchschnittlich 2,02% betrug. 

2. Einfluss durch physiologische Kochsalzlésung und Hunger. 

Um den Einfluss der physiologischen Kochsalzlésung, da sie als 
Lésungsmittel des Giftes benutzt wurde, und den des Hungers, da die 
mit Gift injizierten Tiere eine Zeitlang ihren Appetit zu verlieren pflegten, 
gleichzeitig zu beobachten, mass man das Leberglykogen zu verschiedenen 
Zeitpunkten, nachdem die Tiere mit 0,5 ccm Kochsalzlésung pro 10 g 
Kérpergewicht injiziert und im Hungerzustande erhalten waren. Die 
Ergebnisse waren folgendermassen: Nach 1-2 Stunden findet sich kein 
grosser Unterschied im Vergleich mit dem Normalwert, seit 4. Stunde 
nimmt das Leberglykogen allmahlich ab und nach 24 Stunden betragt 
es 0,72-0,17%, durchschnittlich 0,45%. 


B. Gehalt an Leberglykogen nach der Injektion von verschiedenen 
Fraktionen der Leibessubstanzen. ~ 


I. Bei entfettetem Bakterienleibe. 

1. Nach der Injektion von 0,5 mg (1/4 M.L.D.) pro 10 g Kérper- 

gewicht nimmt das Leberglykogen allmahlich ab, und es betragt nach 
1 Stunde 1,56%, nach 3 Stunden 1,36%, nach 6 Stunden 1,05% und 
schliesslich nach 12 Stunden 0,19-0,76%, im Durchschnitt 0,37%. Der 
gleiche Zustand dauert demnach fort, nach 24 Stunden bleibt nur noch 
0,42% iubrig und nach 48 Stunden 0,845%. Nach 72 Stunden erholt es 
sich bis zu 1,50%, aber es reicht doch nicht zum Normalwert. 
‘2. Nach der Injektion von 0,1 mg (1/20 M.L.D.) pro 10 g Kérper- 
gewicht vermindert sich das Leberglykogen nach | Stunde zu 1,81%, 
nach 3 Stunden 1,44%, nach 6 Stunden 1,39% und nach 12 Stunden 
kommt es zu einem Minimum von 0,98%. Schon nach 24 Stunden 
wird es aber bis zu 1,50% wiederhergestellt und nach 48 Stunden erlangt 
es den Normalwert. 

3. Nach der Injektion von 0,02 mg (1/100 M.L.D.) pro 10 g Kér- 
pergewicht zeigt es keine nennenswerte Veranderung. 

II. Bei PF. 

1. Nach der Injektion von 0,5 mg (1/4 M.L.D.) pro 10 g Kérper- 
gewicht vermindert sich das Leberglykogen bei allen Tieren schon nach 
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1 Stunde unterhalb 1%, in 2. Stunde durchschnittlich bis 0,25°% und in 
3. Stunde zeigt es sich sogar nur spurweise bei einigen Tieren (durchsch- 
nittlich 0,16%). Wahrend es danach einstweilen mehr oder weniger 
Anzeichen fiir Wiederherstellung zeigt, nimmt es doch nach 12 Stunden 
wieder bis zu 0,28% ab. Demnach wird es allmahlich wiederher- 
gestellt und kommt bis zu 0,89% in 24. Stunde und 1,07% in 48, 
Stunde; nach 72 Stunden wird es erst fast vollkommen wiederherges- 
tellt bis 1,85% durchschnittlich, wenn es auch bei einigen Tieren noch 
ungeniigend sein mag. 

2. Nach der Injektion von 0,1 mg (1/20 M.L.D.) pro 10 g Kérper- 
gewicht vermindert sich das Leberglykogen in 1. Stunde zu 1,02%, 
wahrend es von 2. bis 9. Stunde bei 0,7% bleibt und in 12. Stunde 
nimmt es weiterhin bis 0,56% ab. Danach wird es allmalich wieder- 
hergestellt und nach 24 Stunden erreicht es beinahe den Normalwert. 

3. Nach der Injektion von 0,02 mg (1/100 M.L.D.) pro 10 g K@r- 
pergewicht kommt in |. Stunde fast keine Veranderung vor, in 2, 
Stunde vermindert sich das Leberglykogen mehr oder weniger und in 
3. Stunde kommt es zu einem minimalen Glykogengehalt (durchsch- 
nittlich 1,10%). Danach wird es allmahlich wiederhergestellt und nach 
24 Stunden erreicht es ganzlich den Normalwert: 

4. Bei der Injektion von 0,005 mg (1/400 M.L.D.) pro 10 g Kér- 
pergewicht zeigt es keine Veranderung. 


III. Bei CF. 


1. Nach der Injektion von 0,1 mg (1/2 M.L.D.) pro 10 g Kérper- 
gewicht betragt das Leberglykogen in 1. Stunde 0,77%, in 3. Stunde 
erniedrigt es sich stark, wie 0,09-0,50%, durchschnittlich 0,27%, und 
der gleiche Zustand wird bis zur 6. Stunde erhalten, aber in 12. Stunde 
wird es bereits bis 0,83°%% wiederhergestellt und in 24. Stunde erreicht es 
fast den Normalwert. 

2. Bei der Injektion von 0,02 mg (1/10 M.L.D.) pro 10 g Kérper- 
gewicht zeigt sich keine bedeutende Verminderung des Leberglykogens. 
Bis 6. Stunde nach der Injektion betragt es gegen 1,0%, in 12. Stunde 
nahert es sich schon stark dem Normalwert und in 24. Stunde ist es 
voéllig wiederhergestellt. 

3. Bei 0,005 mg (1/40 M.L.D.) pro 10 g Kérpergewicht wird keine 
bemerkenswerte Veranderung im Vergleich mit dem Kontrollversuch 
herbeigefihrt. 


IV. Bei MF. 

1. Bei der Injektion von 0,02 mg (2/5 M.L.D.) pro 10 g Kérper- 
gewicht vermindert sich das Leberglykogen ziemlich schnell und auffal- 
lend; nach 3 Stunden erreicht es schon einen geringen Wert, d.h. 
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0,06-0,78%, durchschnittlich 0,44% und demnach kehrt es rasch zu- 
riick, um nach 12 Stunden den anfanglichen Wert zu erreichen. 

2. Bei der Injektion von 0,005 mg (1/10 M.L.D.) pro 10 g Kérper- 
gewicht nimmt es einen fast gleichen Verlauf wie bei 0,02 mg. Hierbei 
ist die Abnahme des Glykogens aber etwas leichtgradig und die Wieder- 
herstellung so rasch, dass es friihzeitig nach 9 Stunden.den Normalwert 


erreicht, 
Fig. 1 fasst die oben erwahnten zwei Falle zusammen. 


V. Bei PSF. Fig. 1. Leberglykogen nach der 

1. Nach der Injektion von 5,0 MF-Injektion 
mg pro 10 g Kérpergewicht vermin- 
dert sich in 1. und 2. Stunde das 
Leberglykogen etwas, aber in 3. Stunde 
wendet es sich schon zur Erholung und 
nagh 12 Stunden erreicht es ganzlich 
den Normalwert. 

2. Bei der Injektion von 2,0 mg 
pro 10 gKérpergewicht neigt sich das 
Leberglykogen anfanglich etwas zur 
Verminderung, aber es bleibt in einem 
fast gleichen Grad wie die Kontroll- 
tiere und erholt sich rasch, so dass man keinen Einfluss der PSF auf den 
Glykogengehalt konstatieren konnte. 


VI. Bei MF4. 

1. Bei der Injektion von 2,0 mg pro 10 g Kérpergewicht vermindert 
sich das Leberglykogen so rasch, dass es in 1. Stunde durchschnittlich 
0,86%, in 2. Stunde weiter 0,5% betragt. Von 3. Stunde beginnt es 
aber sich zu erholen und nach 12 Stunden erreicht es ganz den Normal- 
wert. Dieser Verlauf ist sehr 4hnlich dem mit 0,02 mg MF injizierten 
Fall. 

2. Bei der Injektion von 0,5 mg pro 10 g Kérpergewicht kommt gar 
keine Beeinflussung vor. 
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VII. Bei extrahiertem Bakterienrest. 

1. Bei der Injektion von 0,5 mg pro 10g Kérpergewicht vermindert 
sich in 3 Stunden das Leberglykogen nur bis 1,15%, danach erholt es 
sich wieder und nach 24 Stunden erreicht es beinahe vollstandig den 
Normalwert. ' 

2. Bei der Injektion von 0,1 mg pro 10 g Kérpergewicht nimmt in 1. 
Stunde das Leberglykogen mehr oder weniger ab, aber bald nimmt es 
wieder zu und folglich findet man fast keine Beeinflussung desselben. 
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Zusammenfassung. 


Vergleicht man die Einfliisse des entfetteten Bakterienleibes, der PF, 
CF und des Bakterienrestes in einer gleichen Dose untereinander, so wird 
der Grad der Verminderung, wie aus Fig. 2 ersichtlich ist, allmahlich 
starker in der Reihe von Reste, entfettetem Leibe, PF und dann CF. 


Fig. 2. Vergleich der Einflusse durch die Einfuhrung der 
einzelnen Substanz in gleicher Menge (0.1 mg). 











o--—-— entfettete Bakterienleiber 
Scwescton * Bakterienreste 


Diese Ordung entspricht eben der der Giftigkeit. Bei CF, die starker 
giftig ist, ,vermindert sich das Leberglykogen sehr schnell und intensiv, 
und die Erholung davon ist auch relativ rasch im Vergleich mit anderen 
Fraktionen. Bei PF, wenn auch die Verminderung nicht so rasch ist, 
erhalt es verhaltnismassig langer fortdauernd den niedrigen Wert, 
und diese Erscheinung wird auch bei entfettetem Bakterienleibe in 
gleicher Weise gesehen, wenn’ auch der Grad der Verminderung relativ 
niedriger ist. Dies ist daher verstandlich, dass der grésste Teil des 
entfetteten Bakterienleibes aus PF gebildet ist. Die Tatsache, dass 
der Bakterienrest keine Glykogen vermindernde Fahigkeit hat, zeigt, 
dass giftige Substanzen grésstenteils wasserléslich sind. Beziiglich MF 
und PSF, welche die Hauptbestandteile der CF sind, und MF‘, Uber- 
gangsform zwischen den beiden letzteren, handelt es sich auch um gleiche 
VerhAltnisse zwischen ihrer Giftigkeit und Glykogen vermindernder 
Fahigkeit. Nach der Injektion von diesen drei Substanzen nimmt die 
Leberglykogenverminderung miteinander einen sehr ahnlichen zeitlichen 
Verlauf, obwohl sie in Bezug auf den Grad sehr verschieden ist. Aus 
dem Fehlen an Giftigkeit und Glykogen vermindernder Fahigkeit der PSF 
und aus der héchsten Toxitat und Glykogen herabsetzender Wirkung 
der MF lasst sich verstehen, dass toxisch wirkende und Glykogen ver- 
mindernde Substanzen ein und dieselbe Substanz d.h. MF ist und sie 
ein Hauptbestandteil der CF ist. 
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In Bezug auf den Mechanismus der Abnahme des Leberglykogens 
muss man zwei Erklarungsweisen annehmen, d.h. Steigerung der Gly- 
kogenspaltungsfahigkeit und Herabsetzung der Glykogenbildungsfahig- 
keit. Dass das Bakterientoxin eine kurz dauernde Hyperglykamie 
bewirkt, ist bereits von einer Reihe von Autoren bestatigt worden 
Beziiglich des Mechanismus davon betont Isawa,*”) dass das Bakterien- 
toxin den N. sympathicus reizt und dadurch die Hypermobilisation des 
Leberglykogens hervorgerufen wird; dagegen behaupten Andressen u. 
Schmidt* und Mogwitz,*® dass der N. sympathicus in gleicher 
Weise gereizt und dadurch die Adrenalinsekretion aus der Nebenniere 
geférdert, infolgedessen die Hyperglykamie hervorgerufen wird. Die 
zum vorliegenden Experiment gebrauchte PF, CF und MF haben, wie 
Inoue in unserem Laboratorium schon berichtet hat, hyperglykami- 
sche Wirkung. An anderer Stelle, wie es in dieser Mitteilung berichtet 
ist, findet es sich sicher bestatigt, dass diese Substanzen eine herabset- 
zende Wirkung des Leberglykogens auch ausiiben. Deshalb ist es 
wahrscheinlich, dass diese Substanzen die Glykogenspaltung in der Leber 
beférdert und dadurch die Verminderung desselben hervorgerufen 
haben. Andererseits, wie bereits erwahnt, stellt sich die histologische 
Veranderung des Leberparenchyms durch die Injektion von Bakterien- 
toxin ein. Dass bei solcher pathologischen Leber die Stérung der 
Glykogen bildenden Funktion auch zu erwarten ist, ist leicht zu vermuten; 
einige Autoren, wie Watanabe und Imazu,”” haben es schon ex- 
perimentell bewiesen. Die durch die Leberparenchymstérung hervor- 
gerufene Glykogenabnahme kann sich freilich nicht kurzzeitig erholen, 
d.h., fiir die Wiederherstellung des Leberglykogens bedarf man nach 
Sagawa,*) Hayasi™ und Kurita** wenigstens einiger Tage, wenn es 
auch von der Menge des Toxins und von der Art der Versuchstiere bedeut- 
end abhangig sein mag. Dagegen ist nach den Ergebnissen dieses Ver- 
suches die Verminderung des Leberglykogens im allgemeinen nur kurz 
dauernd und die Wiederherstellung desselben tritt verhaltnismAssig 
schnell ein, besonders verlauft es am schnellsten bei MF-Injektion und am 
langsamsten bei der Zufuhr des Bakterienleibes. 

Auf Grund der oben erwahnten Tatsache darf man mit Recht an- 
nehmen, dass diese Substanzen, die durch komplizierte Vorgange aus 
Bakterienleibern isoliert und gereinigt wurden, nach ihrer Injektion rasch 
resorbiert und ausgeschieden werden und dass sie in solch einer kleinen 
Menge, wie man es zum Experiment gebraucht hat, ‘eher hauptsachlich 
zur Beférderung des Glykogenabbaus in der Leber als zur (Stérung der 
Glykogen bildenden Vorgange beitragen. Hier ist es doch denkbar, dass 
ohne die organische Veranderung des Parenchyms nur die Funktion der 
Leber gestért wird und dadurch die Glykogenbildung voriibergehend 
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gehemmt wird. Deshalb bleibt in Bezug auf den Mechanismus der 
Leberglykogenverminderung durch die Bakterienleibsubstanzen insofern, 
was dieser Versuch ergibt, noch eine Unklarheit bestehen. 


Schluss. 


Aus den Untersuchungen, in denen verschiedene Leibessubstanzen 
der Typhusbazillen den Mausen intraperitoneal injiziert wurden, ist 
Verfasser zu folgenden Schliissen gelangt. 

(1) Unter 4 Substanzen, d.h. entfettetem Bakterienleibe, PF, CF 
und Bakterienreste, ist CF am giftigsten, zweitens PF, dann folgt der 
entfettete Bakterienleib und der Bakterienrest ist fast nicht toxisch. 

(2) Nach der Injektion der oben genannten 4 Substanzen in Dosis 
unterhalb M.L.D. stellt sich immer die Abnahme des Leberglykogens 
ein. 

(3) Der Grad der Glykogenverminderung steht im geraden Ver- 
haltnis zu der Toxitat jeder Leibessubstanz; bei derselben Substanz, je 
mehr die injizierte Menge betragt, desto niedriger wird der Glykogen- 
gehalt. 

(4) Die Zeit, die zur Erholung des Leberglykogengehaltes in An- 
spruch genommen wird, ist beim entfetteten Bakterienleibe am langsten, 
bei PF demnachst und bei CF sehr kurz. 

(5) Unter 3 Substanzen, welche aus CF weiter isoliert wurden, 
MF, PSF und MF,, die Ubergangsform zwischen den vorigen beiden, ist 
MF am giftigsten, demnachst kommt MF, und PSF ist gar nicht toxisch. 

(6) MF zeigt in einer geringeren Menge die bedeutende Leber- 
glykogen vermindernde Wirkung, PSF fehlt daran und MF, wirkt nur 
bei Gebrauch von grésserer Menge ebenso wie MF. 

(7) Der zeitliche Verlauf der Leberglykogenabnahme und -wie- 


derherstellung ist bei MF am kiirzesten unter allen oben genannten 
Substanzen. 


Diese Arbeit wurde unter liebenswiirdiger Anleitung von Herrn Prof. Dr. 
M. Kuroya_ _durchgefiihrt, wofiir Verfasser ihm seinen herzlichsten Dank 
ausspreche. 

Verfasser ist auch dem Unterrichtsministerium, auf dessen Wissenschafts- 


forschungskosten diese Arbeit unterstiitzt wurde, zum aufrichtigsten Dank ver- 
pflichtet. 
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Uber den Einfluss der Leibessubstanzen der 
Typhusbazillen auf den Leberglykogengehalt. 
Il, Mitteillung. 


Von 


Kiyosige Ogawa und Kyotaro Kikufi. 
(J) i te Re > th HK BB) 
(Aus dem Bakteriologischen Institut der Reichsuniversitat 
zu Sendai, Direktor: Prof. Dr. M. Kuroya.) 


(Received for publication, September 21, 1944) 
I. Einleitung. 

In Bezug auf den Einfluss der verschiedenen Leibessubstanzen der 
Typhusbazillen, d.h. des entfetteten Bakterienleibes, der PF, CF, des 
Bakterienrestes, der aus CF weiter isolierten MF, PSF und der zweischn 
diesen beiden letzteren liegenden MF,, auf den Leberglykogengehalt 
ver6ffentlichte einer von uns, Ogawa" in seiner vorigen Mitteilung, 
dass MF, die am giftigsten ist, das Leberglykogen am starksten vermindert 
und ziemlich rasch wiederherstellen lasst und CF demnachst folgt, dass 
PF und entfetteter Bakterienleib nur leicht das Leberglykogen vermin- 
dern, aber fiir seine Erholung relativ lange Zeit nétig ist, und dass Bak- 
terienrest und PSF fast keine Einwirkung zeigen und MF, nur bei grosser 
Gebrauchsmenge wie MF einwirkt. 

Infolge der eingehenden- Forschung von Prof. Kuroya® und seinen 
Mitarbeitern kam es ans Licht, dass MF eine nicht einfach zusammen- 
gesetzte Substanz ist, sondern als Hauptbestandteile Eiweiss, Polysac- 
charid und Phosphatid besitzt. CF ist zum gréssten Teil aus MF gebili- 
det, aber wahrscheinlich enthalt sie ausserdem die oben genannten drei 
Substanzen, welche die Hauptbestandteile der MF sind, Polysaccharid (PSF) 
und Polypeptid, wenn auch sparlich, im freien Zustand. Um den Einfluss 
dieser verschiedenen Substanzen auf den Leberglykogengehait zu beo- 
bachten und dadurch das Wesen der Einwirkung der MF klarzustellen, 
wurde dieses Experiment ausgefiihrt. 

Beziiglich einer der obigen drei Substanzen, PSF ist schon in voriger 
Mitteilung beschrieben, hier untersuchten Verfasser die Einwirkungen 
von Eiweiss und Phosphatid, welche aus CF isoliert wurden, und ver- 
suchten weiter als Kontrolle den Einfluss von dem in fettiger Substanz 
der Typhusbazillen frei enthaltenen Phosphatid und Lecithin (Kahl- 
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baum) als Vertreter der bekannten Phosphatiden. 


II. Versuchsmaterial und -methode. 


1. Der gebrauchte Stamm, die Versuchstiere und die Glykogen- 
bestimmungsmethode. 

Sie sind ganz gleich wie in voriger Mitteilung; ihre Beschreibung ist 
also hier ausgelassen. 

2. Isolierung der gebrauchten Leibessubstanzen. 

a. Eiweiss und Polypeptid. 

Durch Verfahren nach Prof. Kuroya wurden die mit Aether-Alkohol 
und Aceton entfetteten und getrockneten Bakterienleiber mit 50 facher 
Menge Wasser zugesetzt und in neutraler Reaktion bei 100°C 30 Minuten 
lang erhitzt und dann abzentrifugiert. Auf die Niederschlage wurde die 
gleiche Extrahierung noch einigemal wiederholt. Die ganze gesammelte 
Fliissigkeit wurde bei niedriger Temperatur bis zum 1/10 ihres anfanglichen 
Volumens eingeengt, dialysiert und ferner im geeigneten isoelektrischen 
Punkt wurde die PF daraus beseitigt. Wenn man dieser Fliissigkeit in pH 
5,0 eine 5 fache Menge Aceton zusetzte, so gewann man einen Niederschlag. 
d.h. CF. Nach nochmaliger Wiederholung der geleichen Behandlung wusch 
man den Niederschlag mit Alkohol und Aether, dann trocknete man ihn 
einem Exsikkator iiber CaCl, und P,0;. Nachdem man 1% CF-Lésung 
mit 1% HCl zu pH 2,0 brachte, mit 3 facher Menge Aceton versetzte und 
den Bodensatz beseitigte, dampfte man die iiberstehende Fliissigkeit ein 
und setzte bei pH 5,0 weiter eine 3 fache Menge Aceton zu. Durch diese 
Manipulation fallte sich eine eiweissartige Substanz. Die Biuretreaktion 
dieser Substanz war positiv, die Molischsche negative und 1% Lésung 
derselben reagierte schwach alkalisch (pH 8,4) und zeigte keinen isoelok- 
trischen Punkt. Die 1% Lésung derselben wurde mit 50% Trichlores- 
sigsaure geniigend versetzt und der dabei vorkommende Niederschlag wurde 
im Wasser gelést, dialysiert und dann die in pH 4,8 praezipitierbare Sub- 
stanz beseitigt. Aus dieser iiberstehenden Fliissigkeit durch Zusatz mit 3 
facher Menge Aceton und mit Stiickchen von Natriumacetat gewann man 
das Polypeptid. Diese Substanz betrug an N 9,32%, die Molischsche 
Reaktion derselben war negativ, Ninhydrin- und Biuret- positiv. Es 
zeigte zwischen dieser Substanz und dem Immunserum gegen Typhus- 
bazillen eine niedrige (1: 400-300) Praezipitationsreaktion. Die Giftig- 
keit derselben fiir Mause war so klein, dass die M.L.D. iiber 10 mg betrug. 
Dagegen zeigte die Substanz, welche nach der Fallung durch Trichloressig- 
saure im isoelektrischen Punkt (pH 4,8) isoliert wurde, negative M olisch- 
sche und Ninhydrinreaktion und eine positive Biuretreaktion, enthielt 
15,54% N und zwischen derselben und dem Immunserum gegen Typhus- 
bazillen zeigte sich eine ziemlich starke (1: 4,000) Praezipitationsreaktion. 
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Die M.L.D. fiir Mause war iiber 10 mg. Bei diesem Versuch brauchte 
man die letztere Substanz. 


b. Phosphatid I. 

Wenn man den oben beschriebenen Niederschlag, welcher in saurer 
Reaktion durch Zusatz mit Aceton vorkam, in pH 4,0 mit wenig Wasser 
wiederholt spiilte, so war das Waschwasser zuerst klar und dessen 
Molischsche Reaktion positiv, Biuret- negativ, aber allmahlich wurde 
die Fliissigkeit tribe und dabei wurden die obenerwahnten beiden Re- 
aktionen negativ. Wurde die ganze letztere Fliissigkeit mit Aceton zu- 
gesetzt, so erhielt man daraus eine phosphatidartige Substanz. Diese 
Substanz fallt sich durch Zusatz mit Aceton, lést sich in Aether, Alkohol 
und neutralem Wasser und zeigte positive Reaktion fiir Glyzerin durch 
Tiipfelanalyse. Der N-Gehalt derselben betrug 0,14%, P- 3,28% und 
die M.L.D. fiir Mause 0,3 mg pro 10 g des Kérpergewichtes. Auf Grund 
von obenerwahnten Eigenschaften ist diese Substanz weahrscheinlich eine 
Art von Phosphatiden, hier provisorisch als Phosphatid I bezeichnet. 

Eiweiss und Phosphatid unter den oben beschriebenen 3 Substanzen 
und Polysaccharid, welches schon in voriger Mitteilung beschrieben war, 
sind wahrscheinlich Hauptbestandteile der MF. Bei Hydrolyse der MF 
lassen sie sich auch in gleicher Weise herstellen. Dagegen ist es noch 
unklar, ob Polypeptid ein Bestandteil der Bakterienleiber ist oder nicht. 
Die sog. CF enthalt vermultlich ausserdem MF die Spaltprodukte der- 
selben, d.h. Phosphatid, Eiweiss, Polysaccharid und Polypeptid. 


c. Phosphatid II. 

Fir Isolierung der Leibessubstanzen, wie bereits beschrieben, wurde 
die Bakterienkultur unter Zusatz zuerst mit 5 facher Menge Aceton und 
demnachst mit gleicher Menge Aether-Alkohol je iiber 10 Tage lang in 
Zimmertemperatur stehen gelassen und dadurch vdllig entfettet. Die aus 
diesem Extrakt durch Abdampfung unter der Leitung der Kohlensaure 
bei niedriger Temperatur gewonnene Substanz wurde mit Aether versetzt. 
Wenn man der letzteren Aetherlésung eine 2 fache Menge Aceton zusetzte, 
so kam ein Niederschlag vor. Wenn man diese Substanz im Kohlensaure- 
gas trocknete, so bekam man eine Art von Phosphatiden. Dieses Phos- 
phatid wurde durch wiederholte Lésung in Aether und Fallung mit Aceton 
gereinigt. Diese Substanz ist sehr hygroskopisch und im Wasser leicht 
emulsierbar. Der N-Gehalt derselben betrug 1,95%, P- 3,68% und die 
Glyzerinreaktion war positiv. Die obigen Eigenschaften stimmen mit 
denen von Lecithin oder Kephalin gut iiberein. Die Giftigkeit derselben 
fiir Mause war so klein, dass die mit 10 mg pro 10 g Kérpergewicht in- 
jizierten Tiere fast keine Symptome zeigten. Hier bezeichnet man pro- 
visorisch diese Substanz als Phosphatid II. 
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III. Versuchsergebnisse. 


A. Kontrollversuch, 

Weil dieses Experiment zwischen September und November durch- 
gefihrt wurde, wurde als Kontrolle der Leberglykogengehalt der normalen 
Mause im Oktober gemessen. Der Wert betrug 1,61-2,60%, durchsch- 
nittlich 2,12%. Der Versuch mit Lecithin wurde jedoch aus gewissen 
Griinden im August vorgenommen, daher wurde auch der Normalwert 
des Leberglykogens in der betreffenden Jahreszeit bestimmt. Der Wert 
betrug 0,91-—1,89%, durchschnittlich 1,36%. Diese Tatsache steht wahr- 
scheinlich in Beziehung dazu, dass der Widerstand der Mause fiir Typhus- 
oder Dysenteriebazillen sich im Sommer vermindert, woriiber Verfasser 
z.Zt. weiterhin Studien macht. 

Der Einfluss durch die Einfiihrung der physiologischen Kochsalz- 
lésung und durch den Hunger wurde schon in der vorigen Mitteilung 
besprochen. 

B. Versuche mit Leibessubstanzen. 

1. Glykogengehalt nach der Injektion von dem aus MF isolierten 
Eiweiss (MPF). Bei Injektion von 5,0 mg pro 10 g Kérpergewicht. 

Nur | Stunde nach der Injektion vermindert sich das Leberglykogen 
bis zu 0,39-0,73%, durchschnittlich 0,55%, demnach bis 24. Stunde 
bleibt es bei 0,59%. Nach 48 Stunden vermehrt es sich etwas und nach 72 
Stunden erreicht es bei einigen Fallen den Normalwert, aber der durchsch- 
nittliche Wert desselben betragt noch 1,32%. 

Bei Injektion von 1,0 mg pro 10 g Kérpergewicht. 

Eine Stunde nach der Injektion vermindert sich das Leberglykogen 
bis durchschnittlich 1,24%, nach 3 Stunden bis 0,9% und danach bis zur 
24. Sunde bleibt es bei ungefahr 0,9%. Nach 48 Stunden nimmt es bis 
1,3% zu, nach 72 Stunden bis 1,55%, aber es ist noch niedriger als der 
Normalwert. 

Bei Injektion von 0,2 mg pro 10 g Kérpergewicht. 

Die Abnahme des Leberglykogens ist sehr leicht. Binnen 24 Stunden 
neigt es zu leichter Verminderung, bleibt aber immer iiber 1,0%, aus- 
genommen von einigen Fallen. 

Ohne Riicksicht auf den Unterschied der Gebrauchsmenge ist der 
Verlauf nach der MPF-Injektion sehr ahnlich dem Fall von PF in voriger 
Mitteilung. Die zu dem Eiweisssystem gehérigen Substanzen, wie 
Bakterienleiber selbst, PF oder MPF, haben auf diese Weise folgende 
. Eigenschaften: Die Leberglykogen vermindernde Fahigkeit ist schwach, 
aber die Einwirkung dauert verhaltnismassig lang. 

2. Glykogengehalt nach der Injektion von phosphatid I. 

Bei Injektion von 0,1 mg pro 10 g Kérpergewicht. 
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Das -Leberglykogen vermindert sich rasch und intensiv, wie nach | 
Stunde 0,71%, nach 3 Stunden 0,27%, nach 6 Stunden 0,20%, und nach 
12 Stunden ereicht es einen minimalen Wert, durchschnittlich 0,19%; 
bei einem Fall zeigt sich sogar kein Glykogen. Danach wendet es sich 
nach Wiederherstellung zu und erreicht nach 48 Stunden ganz den Nor- 
malwert. ' 

Bei Injektion von 0,02 mg pro 10 g Kérpergewicht. 

Auch bei diesem Fall nimmt das Leberglykogen relativ auffallend ab, 
wie nach | Stunde 1,02%, nach 3 Stunden 0,75%, nach 6 Stunden 0,61% 
und nach 12 Stunden 0,59%, aber von 12. Stunde an nimmt es den um- 
gekehrten Verlauf und nach 24 Stunden betragt es etwas den Normalwert 
iibertreffend durchschnittlich 2,40%. 

Bei Injektion von 0,005 mg 10 g Kérpergewicht. 

Nach 3 Stunden vermindert sich das Leberglykogen bis zu 0,87%, 
aber danach kehrt es so rasch zuriick, dass es nach 6 Stunden 1,50% zeigt 
und nach 12 Stunden fast den normalen Zustand erreicht. 

Im Vergleich mit den Fallen von MFP ist die Glykogenabnahme nach 
der Injektion von Phosphatid I starker, dagegen die Dauer derselben kiirzer. 
Insbesondere ist erwahnenswert, dass die Kurve bei der Injektion von 
0,005 mg Phosphatid I ganz ahnlich wie die bei MF in voriger Mitteilung 
verlauft. 

3. Glykogengehalt nach der Injektion von Phosphatid II. 

Bei Injektion von 5,0 mg pro 10 g Kérpergewicht. 

In 1. Stunde vermindert sich das Leberglykogen bis auf 0,54% und 
danach bis zur 24. Stunde bleibt es ungefahr bei 0,5%. Nach 48 Stunden 
wird es bis zur Halfte des Normalwertes, d.h. 1,04%, wiederhergestellt. 

Bei Injektion von 1,0 mg pro 10 g Kérpergewicht. 

Innerhalb der ersten 12 Stunden bleibt das Leberglykogen bei 1,0% 
und nach 24 Stunden wird es bis zu 1,36% wiederhergestellt. 

Bei Injektion von 0,2 mg pro 10 g Kérpergewicht. 

Bei diesem Fall ist die Abnahme des Leberglykogens viel leichter. 
Nach | Stunde kommt es zum minimalen Wert (1,35°%) und danach wendet 
es sich so schnell zur Erholung, dass es nach 12 Stunden schon 1,68% 
erreicht. 

Bei der Injektion von Phosphatid II ist die Abnahme des Lebergly- 
kogens leicht, aber fiir die Wiederherstellung desselben scheint es relativ 
langerer Zeit zu bediirfen. 

4. Glykogengehalt nach der Injektion von Lecithin. 

Dass das Leberglykogen durch Einfihrung von Lecithinemulsion sich 
vermindert ist von Cruto-Alfonso,®” Francesco” und Otomo und 
Nagao® u.a. schon angegeben. Um die Ergebnisse durch die oben besch- 
riebenen 2 Phosphatide, welche aus Typhusbazillen isoliert waren, zu 
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vergleichen, injizierte man den Mausen intraperitoneal mit verschiedenen 
Mengen von Lecithin und gewann folgende Resultate. 

Bei Injektiori von 5,0 mg pro 10 g Kérpergewicht. 

Nach | Stunde zeigt das Leberglykogen 0,66%, danach vermindert es 
sich allmahlich und erreicht nach 12 Stunden den minimalen Wert, 0.3%. 
Daraufhin wendet es sich wieder allmahlich zur Erholung und zeigt nach 
48 Stunden véllige Wiederherstellung. 

Bei Injektion von 1,0 mg pro 10 g Kérpergewicht. 

Die Abnahme des Leberglykogens ist so leicht, dass es nach 12 Stunden 
zu einem minimalen Gehalt von 0,81% kommt und nach 24 Stunden 
voéllig wiederhergestellt wird. 

Bei Injektion von 0,2 mg pro 10 g Kérpergewicht. 

Die Abnahme des Leberglykogens ist viel leichter, bleibt immer iiber 
1% und fast kein bemerkenswerter Einfluss ist nachweisbar. 


IV. Zusammenfassung und Besprechung. 


Obwohl das aus MF isolierte Eiweiss MPF im Vergleich mit PF 
weniger giftig und daher zwar eine gréssere Dose nétig ist, eine fast 
gleiche Verminderung des Leberglykogens hervorzurufen, verlauft dic 
Schwankung des Leberglykogengehaltes ganz Ahnlich, wie die bei PF- 
Einfiihrung in voriger Mitteilung. Uberdies ist es sehr merkwiirdig, dass 
Phosphatid I, welches auf Mause stark giftig wirkt, auch das Leberglykogen 


stark vermindert, aber diese Beeinflussung sehr schnell verliert und beson- 
ders die Abnahme bei Einfiihrung von 0,005 mg einen ganz ahnlichen 
Verlauf wie bei MF in voriger Mitteilung nimmt. Unter den 3 Haupt- 
bestandteilen der MF ist MPF kaum giftig und deren Einwirkung auf 
Leberglykogen schwach, Polysaccharid, wie in voriger Mitteilung besch- 
rieben, fast weder giftig noch von Leberglykogen vermindernder Fahigkeit 
und nur Phosphatid ist giftig, und dadurch wird eine starke Einwirkung auf 
Leberglykogen bewiesen, Aus den obigen Punkten wird die Einwirkung 
der MF damit erklart, dass Phosphatid in MF, d.h. Phosphatid I bei 
diesem Versuch, eine Hauptrolle spielt und Eiweiss und Polysaccharid 
daran teilnehmen. Diese Ansicht wird auch durch die Arbeit von Prof. 
Kuroya® und seinem Mitarbeiter bestatigt. Sie bemerkten in einer 
Veréffentlichung iiber die Beziehung zwischen der Giftigkeit und chemischen 
Zusammensetzung der verschiedenen MF, dass, je giftiger die MF ist, desto 
mehr N und P in derselben enthalten sind und diese N und P haltigen Sub- 
stanzen mit Polysacchrid fest verbunden sind. Die Leberglykogen ver- 
mindernde Fahigkeit von Phosphatid II und Lecithin ist fast gleichgradig 
und im Vergleich mit Phosphatid I viel schwacher. Die Ergebnisse bei 
gleicher Gebrauchsmenge, d.h. 0,2 mg (bei Phosphatid I 0,1 mg), zeigen, 
wie in Fig. 1 ersichtlich ist, deutlichen Unterschied zwischen diesen 3 
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Fig. 1. Vergleich der Einfliisse durch die Einfihrung von 
Phosphatid I, II und Lecithin. 








-——Phosphatid I 0.] mg 

o----—ePhosphatidE 02 mg 

o—-—-—-eLecithin 02mg 
Phosphatiden. Namlich Phosphatid I, welches ein Bestandteil der MF 
ist, ibt einen besonders starken Einfluss aus, welcher das letztere von freiem 
Phosphatid II oder Lecithin biologisch deutlich unterscheiden 1asst. 


Fig. 2. Vergleich der Einfliisse durch die Einfiihrung der CF, 
MF und des Phosphatid I in gleicher Menge (0,02 mg). 








Vergleicht man nun die Einfliisse durch je 0,02 mg von CF, MF und 
Phosphatid I, wie in Fig. 2 ersichtlich ist, so zeigen alle diese Substanzen 
eine deutliche Leberglykogen vermindernde Wirkung. Dies ist daraus 
leicht zu verstehen, dass der Hauptbestandteil der CF die MF ist und die 
Wirkung der MF wesentlich dieselbe des Phosphatides. 


V. Schluss. 


Die Ergebnisse der Versuche tiber die Einwirkungen der Leibessubs- 
stanzen der Typhusbazillen auf den Leberglykogengehalt, woriber in 
voriger und dieser Mitteilung berichtet ist, werden folgenderweise zusam- 
mengefasst :— 

1) Die hauptsachlich von Eiweiss und seinem Spaltungsprodukte 
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zusammengesetzten Leibessubstanzen, wie entfettete Bakterienleiber, 
PF und MPF, bediirfen einer grésseren Menge um das Leberglykogen 
deutlich zu vermindern, und dabei dauern die Einwirkung verhiltnis- 
massig langer. Unter diesen 3 Substanzen wirkt die PF am starksten. 

2) Dagegen zeigen CF und MF, welche einer giftigen Polysaccharid- 
gruppe angehéren, und: Phosphatid I, welches fiir den Hauptbestandteil 
der beiden letzteren zu halten ist, alle in kleiner Gebrauchsmenge eine 
bedeutende Leberglykogen vermindernde Fahigkeit. Diese Einwirkung 
scheint im allgemeinen sehr rasch vor sich zu gehen und nach kurzer 
Dauer abzulaufen. Under diesen 3 Substanzen zeigt MF die starkste 
Wirkung. 

3) Bei allen obenerwahnten Substanzen steht im allgemeinen die 
Leberglykogen vermindernde Fahigkeit im geraden VerhAltnis zur Giftig- 
keit und bei derselben Substanz zur Gebrauchsmenge. 

4) Phosphatid II, das im freien Lipin des Typhusbazillen enthalten 
ist, zeigt eine schwache, Leberglykogen vermindernde. Wirkung; dagegen 
Phosphatid I, das aus giftiger Leibessubstanz isoliert ist, eine starke Wir- 
kung. 
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Steht der Grundumsatz oder der Blutjodgehalt 
im ursachlichen Zusammenhang mit der 
postoperativen Basedowreaktion ? 


. Von 


Kimio Maruta, Koiti Seta und 
(AH Am) WH # —) 
Masaiti Kimura. 
A K—)- 
(Aus der Chirurgischen Universitatsklinik; Sendai. 
Vorstand: Prof. S.-T. Katsura.) 


(Received for publication, October 14, 1944) 


Nach Basedowoperationen wird eine Reaktion besonderer Art be- 
obachtet, die fiir diese Erkrankung eigentiimlich ist und daher als _post- 
operative Basedowreaktion bezeichnet wird. Die Erforschung des Wesens 
dieser Reaktion ist ja nicht nur sehr wichtig fiir die chirurgische Behand- 
lung des Morbus Basedow, sondern sie wird.auch einen wichtigen Anhalts- 
punkt fiir die Klarung des Wesens dieser Krankheit selbst ergeben kénnen. 
So stellen wir besonders eingehende Betrachtungen iiber den Grundumsatz 
und den Blutjodgehalt, deren enger Zusammenhang mit Basedow bisher 
allgemein anerkannt wurde, auf der Héhe der postoperativen Basedow- 
reaktion an. 

Zuerst wollen wir den Grundumsatz ‘erértern. Es ist gegenwartig 
iiberhaupt anerkannt, dass der Grundumsatz bei Basedow erhéht ist und 
mit der Besserung der Krankheit bis zum: physiologischen Wert fallt, so 
dass er ziemlich der Schwere der Basedowschen Krankheit entsprechend 
schwankt. Wie verandertrsich aber der mit dieser Krankheit so eng 
zusammenhangende Grundumsatz auf der Héhe der postoperativen 
Basedowreaktion ? Um diese Frage zu klaren, bestimmten wir mit dem 
Knippingschen Apparat den Grundumsatz bei der Aufnahme, vor der 
Operation und auf der Héhe der postoperativen Reaktion. Das Resultat 
ist wie folgt. 

Bei 13 Fallen von Basedow zeigt der Grundumsatz vor der Operation 
Werte von + 10% bis +70%, also einen Durchschnittswert von+34% und 
auf der Hohe der postoperative Reaktion Werte von+22% bis+88%, d.h. 
einen Durchschnittswert von+46%, mithin liegt der Grundumsatzwert auf 
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Grundumsatz % 





























































o 
Nr. Fall a a 2 [we 
Sire 
Tag nac = 
5 d. Op) a 
1 | Morbus Basedow +23 +22 — 1] +53 
2 ” +38 +39 + 1/| +78 
3 ” +63 +68 +5| +62 
4 ” +47 +55 + 8| +59 
5 ” +29 +38 + 9| +44 
6 ” +24 +35 +11 | +34 
=e ” +10 +22 +12 | +38 
8 ” +29 +42 +13 | +41 
9 ” +36 +50 +14 | +55 
10 ” +70 +88 +18 | +75 
i ” +27 +46 +19 | +34 
12 ” +22 +4 +22 | +53 
13 ” +30 +52 +22 | +53 
Durchschnittswert +34 +46 +12 | +52 
1 | Thyreotoxikose —10 + 8 +18 | +5 
2 ” -—1 +19 +20 | +39 
3 ” +29 +58 +29 | +42 
Durchschnittswert +6 +28 +22 | +29 
1 | Struma simplex +10 +23 +13 
2 ” : —10 + 4 +14 
3 id —12 +10 +22 
4 “fi +19 +43 +24 
Durchschnittswert + 2 +20 +18 
1 | Appendicitis — +18 +14 —4 
2| Lymphadenitistbk.|+15/ +19 | +4 
3| Hernia inguinalis | +25 +29 +4 
4 | Rippenkaries +25 +31 + 6 
5 | Lymphadenitis tbk. | + 7 +15 +8 
6 | Hernia inguinalis +12 +22 +10 
7 | Hamorrhoid +24 +35 +11 
8 | Hamorrhoid +11 +22 +11 
9| Epididymitis thk. | +37 +52 +15 
10 | Magenkrebs —10 +5 +15 
11 Hernia inguinalis — 1 +18 +19 
12 | Appendicitis —12 +10 +22 
13 | Peritonitis tbk. -—9 +17 +26 
14 | Magenkrebs +6 +40 +34 
Durchschnittswert +11 ld +13 


der Héhe der postope- 
rativen Reaktion dur- 
chschnittlich um 12% 
héher als vor der Ope- 
ration. 

Bei 3 Fallen von 
Thyreotoxikose zeigt er 
Werte von-10% bis+ 
29%, also einen Durch- 
schnittswert von+6% 
vor der Operation und 
Werte von+8% _ bis+ 
58%, d.h. einen Durch- 
schnittswert von+28% 
auf der Héhe der post- 
operativen Reaktion, so- 
dass also hier die Werte 
durchschnittlich um 
22% héher liegen als 
vor der Operation. 

Bei 4 Fallen von 
Struma simplex ohne 
thyreotoxische Erschein- 
ungen, zeigt der Grund- 
umsatz Werte von -12% 
bis+19%, also einen 
Durchschnittswert von 
2% vor der Operation 
und Werte von+4% 
bis+43%, dh. einen 
Durchschnittswert von 
20% 1Tag nach der 
Operation, sodass also zu 
dieser Zeit, in der Base- 


dow gewodhnlich die starkste Reaktion zeigt, die Werte durchschnittlich 
um 18% héher liegen als vor der Operation. 


Zur Kontrolle wurde nun der Grundumsatz bei 14 Fallen verschiedener 


chirurgischer Krankheiten—Schilddriisenerkrankungen ausgenommen be- 
stimmt, dabei zeigte er Werte von—12% bis+37%, also einen Durchsch- 
nittswert von+11% vor der Operation und Werte von+5% bis+52%, 
d.h. einen Durchschnittswert von + 24% 1 Tag nach der Operation, sodass 
also die Werte nach der Operation um 13% héher liegen als vor dieser. 
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Mithin ist der Grundumsatz nach der Operation im Vergleich mit dem 
vor ihr mehr oder weniger erhéht und zwar nicht nur bei Basedow und 
Thyreotoxikose, sondern auch bei Struma simplex und anderen chirur- 
gischen Krankheiten. Dabei ist die Rate der Erhéhung des Grundumsatzes 
bei Basedow gar nicht grésser im Vergleich zu der bei anderen chirurgischen 
Erkrankungen. Auf der Héhe der postoperativén Basedowreaktion ist 
der Grundumsatz wider Erwarten nicht so betrachtlich erhéht, dazu ist die 
Rate der Erhéhung im Vergleich mit derjenigen nach der Operation bei 
anderen chirurgischen Krankheiten sogar noch etwas kleiner, ja der Grund- 
umsatzwert ist in der Regel niedriger auf der Héhe der postoperativen 
Basedowreaktion als bei der Aufnahme wegen Morbus Basedow; solche 
Tatsachen zeigen augenscheinlich, dass der Grundumsatz nicht in ursach- 
lichem Zusammenhang mit der postoperativen Basedowreaktion stehen 
kann. 

Im Folgenden sei nun der Blutjodgehalt erértert. Der Blutjodgehalt 
wurde nach der von Hirata modifizierten Fellenbergschen Methode 
bestimmt. Das Untersuchungsmaterial besteht aus 20 Fallen von Basedow, 
6 solchen von Thyreotoxikose, 7 Fallen von Struma simplex und 10 gesun- 
den Kontroll-Personen vom 19. bis 45. Lebensjahre. 


TABELLE II. 








Gesamtjod r—% Anorg. Jod r-% Org. Jod r-% 
Basedow 27,5 8,1 (29,592) 19,4 (70,592) 
Thyreotoxikose 13,9 4,25 (30,62) 9,65 (69,492) 
Struma simplex 10,4 3,3 (31,79% 7,1 (68,322) 
Kontrolle 10,0 3,8 (38,022) . 6,2 (62,022) 

















Tabelle II zeigt den Durchschnittswert der Blutjodfraktionen bei der 
Aufnahme wegen Basedow, Thyreotoxikose, Struma simplex und anderen 
verschiedenen Krankheiten, daraus ergibt sich, dass bei Basedow sowohl 
der Gesamt- als auch der organische Jodgehalt des Blutes im Vergleich mit 
den entsprechenden Werten bei anderen Erkrankungen betrachtlich ver- 
mehrt ist und dass das Verh4ltnis von organischem zu anorganischem Jod 
auch bei Basedow am gréssten ist und diese Tendenz sich in der Reihen- 
folge M. Basedow, Thyreotoxikose, Struma simplex, Gesund abstuft. Bei 
der Entlassung, bei der gewdhnlich aber 30 Tage nach der Operation ver- 
gangen sind, nahérn sich wie aus Tabelle III klar ersichtlich ist, bei 
Basedow und Thyreotoxikose sowohl der Gesamt- als auch der organische 
Jodgehalt des Blutes und sogar das Verh4ltnis von organischem zu anor- 
ganischem Jod der Norm. Aus dieser Tatsache kann man mit Sicherheit 
schliessen, dass bei Basedow sowohl der Gesamt-als auch der organische 
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TABELLE IIL 





Gesamtjod r-—% Anorg. Jod r-% Org. Jod r-% 


Basedow 11,0 4,2 (38,0% ) 6,8 (62,022) 
Thyreotoxikose 10,3 3,8 (36,922 ) 6,5 (63,192) 
Struma simplex 10,8 4,4 (40,722) 6,4 (59,392) 
Kontrolle 10,0 3,8 (38,02 ) 6,2 (62,0%) 

















Jodgehalt des Blutes im Vergleich zu den entsprechenden Werten bei an- 
deren Krankheiten betrachtlich vermehrt ist und hier ebenfalls das Ver- 
hAltnis von organischem zu anorganischem Jod am grdéssten ist, und ferner, 
dass alle diese Werte annahernd zur Norm zuriickkehren, wenn die Base- 
dowsymptome durch operative Behandlung vollstandig oder grésstenteils 
beseitigt wurden. Es ist, wie aus dem Vorstehenden hervorgeht, schliess- 
lich klar zu erkennen, dass Basedow und Jodgehalt des Blutes eng mitein- 
ander zusammenhangen. Wie schwankt, wenn das der Fall ist, der Jod- 
gehalt des Blutes auf der Héhe der postoperativen Basedowreaktion ? 


TABELLE IV. 





Gesamtjod r-% Anorg. Jod r-% Org. Jod r-% 





Bei der Aufnahme 19,6 5,8 (29,622) 13,8 (70,42) 


Vor der Operation 26,2 13,8 (52,72) 12,4 (47,326) 


Auf der Hohe der post- n 
operativen Reation 18,5 7,8 (42,276) 10,7 (57,8%6 ) 


Bei der Entlassung 11,0 4,2 (38,02) 6,8 (62,024) 











Tabelle IV zeigt den Durchschnittswert der Blutjodfraktionen bei der 
Aufnahme, vor der Operation (wahrend der Plummerung), auf der Héhe 
der postoperativen Basedowreaktion (gewéhnlich 1 Tag nach der Opera- 
tion) und bei der Entlassung (in der Regel mehr als 30 Tage nach der 
Operation) bei 8 Basedowfallen und von diesen kommen in Wirklichkeit 
hauptsachlich die Resultate vor der Operation und auf der Héhe der 
postoperativen Basedowreaktion in Betracht. Diese Fille teilten wir also 
weiter in 2 Gruppen, d.h. in eine postoperativ besonders stark reagierende 
von 5 Fallen (A) und in eine postoperativ verhaltnismassig schwach re- 
agierende von 3 Fallen (B). Es ist, wie aus Tabelle 5 hervorgeht, beiden 
Gruppen gemeinsam, dass der organische, der Gesamt- und der anorgani- 
sche Jodgehalt des Blutes sich auf der Héhe der postoperativen Basedow- 
reaktion im Vergleich zu den entsprechenden Werten vorder Operation 
vermindern. 

Hat nun diese Verminderung des organischen Jodes amZustandekom- 
men der postoperativen Basedowreaktion Anteil? Auf Grund der Tat- 
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TABELLE V. 





Gesamtjod r-%% Anorg. Jod r-% Org. Jod r-% 
Vor der Operation 15,7 (54,992) 12,9 (45,192) 
Auf der Héhe der 


== 9,4 (44,592) 11,7 (55,592) 
eaktion 











Vor der Operation 15,0 (53,892) 12,9 (46,29) 


B Auf der Héhe der 
toperativen 5,3 (37,32) 8,9 (62,722) 
eaktion 























sache, dass die Verminderung des organischen Jodes vielmehr bei der 
schwacher reagierenden B-Gruppe betrachtlicher als bei der starker 
reagierenden Gruppe A ist, dagegen bei 2 Fallen und zwar je einem Falle 
von beiden Gruppen das organische Jod sich auf der Héhe der postopera- 
tiven Basedowreaktion im VerhAltnis zu seinem Vorkommen vor der Opera- 
tion vermehrt, kénnen wir nicht der Ansicht beipflichten, dass die Schwan- 
kung des organischen Jodes im ursachlichen Zusammenhang mit dem 
Zustandekommen der postoperativen Bgsedowreaktion stehe. 

Spielt nun weiterhin die Verminderung des Gesamtjodes eine ursach- 
liche Rolle fiir das Auftreten der postoperativen Basedowreaktion? An 
Hand unserer Resultate, nach denen die Verminderung des Gesamtjodes 
bei der schwacher reagierenden B-Gruppe erheblicher ist als bei der starker 
reagierenden Gruppe A, im Gegenteil bei 2 Fallen der starker reagierenden 
A-Gruppe eine Vermehrung des Gesamtjodes auf der Héhe der postopera- 
tiven Basedowreaktion beobachtet wird, kénnen wir schliessen, dass die 
Schwankungen des Gesamtjodes mit dem Zustandekommen der post- 
operativen Basedowreaktion nichts zu tun haben. : 

Nimmt nun drittens die Verminderung des anorganischen Jodes am 
Zustandekommen der postoperativen Basedowreaktion Anteil? Auf Grund 
des Ergebnisses, dass das anorganische Jod sich bei der B-Gruppe merk- 
licher als bei der A~-Gruppe vermindert, dagegen 2 Falle der A-Gruppe 
eine Vermehrung des anorganischen Jodes auf der Héhe der postoperativen 
Basedowreaktion zeigen, kann man mit Sicherheit das Vorhandensein eines 
gewissen Zusammenhanges zwischen den Schwankungen des anorganischen 
Jodes und dem Auftreten der postoperativen Basedowreaktion verneinen. 

Zuletzt kann eine Beziehung zwischen dem Verhiltnis von organis- 
chem zu anorganischem Jod und der postoperativen Basedowreaktion 
in Abrede gestellt werden. 

Was das Blutjod, besonders das organische Jod betrifft, kann man also 
keine enge Beziehung zwischen ihm und der postoperativen Basedowreak- 
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tion anerkennen. Infolgedessen kénnen wir nicht die herlaufige Meinung 
unterstiitzen, die aus der Bestimmung des Blutjod-, besonders des or- 
ganischen Jodgehaltes auf der Héhe der postoperativen Basedowreaktion 
darauf schliessen will, dass die postoperative Basedowreaktion auf dem 
Uberfluss oder im Gegenteil auf der Verminderung des Schilddriisen- 
hormons im Blute beruhe. 

Wir kénnen also zusammenfassen: es unterliegt keinem Zweifel, dass 
der Grundumsatz und das Blutjod bis zu einem gewissen Grade mit Morbus 
Basedow zu tun haben, aber die iibliche Auffassung, dass sie ausserdem 
beim Auftreten der postoperativen Basedowreaktion eine grosse Rolle 
spielen, darf auf Grund unserer Versuchsergebnisse nicht anerkannt werden. 
Bei der Erforschung der postoperativen Basedowreaktion bzw. des Wesens 
des Basedow muss man demzufolge ausser Grundumsatz und Blutjodgehalt 
noch andere Faktoren in Beriicksichtigung ziehen. 


Literatur. 
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(Received for publication, October 19, 1944) 


Einleitung. 

Die bakteriologische Untersuchung des tuberkulésen Lungenkaver- 
neninhaltes wurde schon seit ziemlich langem durch vielen Autoren z. B. 
Sata,” Spengler,’ Luzatto,® Babes,” Corent®, Schabad,® 
Sorgo,” Farago,® und Evans” ausgefuhrt. 

Aus ihren Resultaten wird darauf geschlossen, dass in der tuber- 
kulésen Lungenkaverne die Tuberkelbazillen und andere Bakterien-arten 
wie z. B. Staphylokokken, Streptokokken, Pneumokokken, Colibazillen, 
Proteusbazillen, Bac. Welchii u. a. gemischt vorhanden sind, und dass die 
Mischinfektion fiir die Bildung der Kaverne eine wichtige Rolle spielt. 
Hier muss ich aber bemerken, dass alle obep genannten Untersuchungen 
nicht mit dem Kaverneninhalt des lebenden Organismus, sondern mit dem 
des tuberkulésen Kadavers angestellt wurden. 

Coryllos und Ornstein,’ Zorzori und Fojanini'! haben 
bei lebenden Phthisikern eine Kavernenpunktion durch die Brustwand 
ausgefiihrt, um den Kaverneninhalt direkt zu entnehmen und bakterio- 
logisch zu untersuchen. 


Materie. 


Der Kaverneninhalt, der durch den durch die Brustwand in die Kaverne 
eingefihrten Nelatonkatheter mittelst einer aseptischen Eimspritzréhre un- 
mittelbar nach der Operation herausgesogen werden konnte, und derjenige, 
welcher wahrend der fortgesetzten Anwendung der Saugdrainagetherapie nach 
der nachtlichen Unterbrechung des Saugens Morgens vor dem Anlegen der 
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Saugvorrichtung mit derselben Methode herausgesogen wurde, kamen zur 
Anwendung. 


Methodisches. 


1. Féarbung und Mikroskopie. 

Die einfache Farbung des Kaverneninhaltes wurde unter Anwendung von 
Léfflers Methylenblau und Pfeifferscher Lésung und. die spezifische 
Farbung desselben unter Anwendung von Methoden nach Zieh1|-Gabet, 
Neisser und Gram oder Kapsel- und Sporenfarbung ausgefiihrt. 

2. Liichtung der allgemeinen Bakterien. 

Als Nahrboden wurden vorwiegend Agar und Blutagar (Kaninchenblut) 
benutzt. Ferner wurden Bouillon, Peptonlésung und nétigenfalls auch der 
Léfflersche Serumnahrboden angewendet. Die Beurteilung der Kolonie 
stellte man 24 und 48 Stunden nach der Ziichtung an. Zur anaeroben Kultur 
kam ausser der Stichkultur und der chemischen Sauerstoff-Absorptions- Methode 
noch eine andere Methode zur Anwendung, nach der man die Luft mittelst 
einer Wasserpumpe abliess. 

Die Mikroskopie und die Ziichtung wurden haufig ausgefiihrt, damit man 
die Zeit verhaltnismassig genau kennen lernte, die vom Beginn der Saugdrain- 
agebehandlung bis zum mikroskopischen Verschwinden. der Tuberkelbazillen 
aus’ dem Kaverneninhalt dauerte und die zum Erscheinen anderer Bakterien als 
die Tuberkelbazillen nétig war. 

3. Ltichtung der Tuberkelbazillen.” 

Wenn im herausgesogenen Kaverneninhalt keine Tuberkelbazillen mikro- 
skopisch nachgewiesen wurden, so wurde der Kaverneninhalt mit der Kultur- 
methode sofort untersucht. Unter Intervallen von 15-20 Tagen wurde danach 
die Mikroskopie vorgenommen.  Fiel sie negativ aus, so wurde die Kultur 
wiederholt. Dasselbe Verfahren wiederholte man, bis die Kaverne durch die 
Saugdrainagebehandlung endlich verschwunden war und der Katheter abgelegt 
wurde. Als Nahrboden kam der Oka-Katakura!®) sche Phosphorsaure- 
Glutaminsaure-Natrium-Nahrboden zur Anwendung. Mit einer 4 %igen 
Schwefelsaurelésung wurde das Material 20-30 Minuten lang vorbehandelt. 
Wenn nach abgelaufenen 50 Tagen nach dem Streichen keine Kolonien entstan- 
den, wurde der Ausfall als negativ verzeichnet. 


Ergebnisse. 


1. Uber die Mischinfektion im Kaverneninhalt unmittelbar nach der Operation. 

Wie aus Tabelle | ersichtlich ist, zeigten nur 2 unter 18 Fallen, bei 
denen der Kaverneninhalt nach der Operation herausgesogen und unter- 
sucht wurde, eine Mischinfektion. Bei beiden Fallen waren die Erreger 
der Mischinfektion aerobe Bakterien, d.h. Influenzabazillen und gram- 
positive Mikrokokken. Die 16 iibrigen Fille zeigten sowohl mikroskopisch 
als auch in der Kultur keine Mischinfektion, sondern eine vollkommene 
Keimfreiheit ausser den Tuberkelbazillen. 
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TABELLE I. 


Isolierte Bakterien aus dem Kaverneninhalt, der 
unmittelbar nach der Operation gesogen wurde. 














Bakterien ausser den Tbk. Bazillen 
Fille (anaerobe Bakterien cinschlieslish) Isolierte Bakterien-Stamme 
negativ | postiv 
1. Influenzabazillen 
18 16 | Ze eeseeeees rans {2' Gram-postive Mikrokokken 





Ausserdem gab es noch 3 Faille, bei denen erst 2-6 Tage nach der 
Operation der Kaverneninhalt herausgesogen werden konnte, weil zunachst 
das Heraussaugen des Kaverneninhaltes trotz der Einfiihrung des Katheters 
in die Kaverne nicht méglich gewesen war. Sie zeigten alle eine Mischin- 
fektion und zwar bei 2 Fallen davon waren die Erreger Influenzabazillen 
und bei 1 Staphylococcus albus, wie man aus Tabelle 2 ersieht. 


TABELLE II. 


Falle, bei denen der Kaverneninhalt erst eine gewisse 
Zeit nach der Operation gesogen wurde. 














Kranken-Nummer Tage bis herausgesogen wurde Isolierte Bakterien-Stamme 
Nr. 19 # 2 Influenzabazillen 
Nr. 20 $ Staphylococcus albs 
Nr. 21 6 Influenzabazillen 








2. Uber die Mischinfektionin der Kaverne nach der Operation. 

Die Kaverne der 16 Falle, welche ausser den Tuberkelbazillen cine 
Keimfreiheit zeigten, wurde ebenfalls nach dem Beginn der Saugdrain- 
agebehandlung iiber kurz oder lang von anderen Bakterien infiziert. . 
Die Zeitdauer vom Beginn der Saugdrainagebehandlung bis zu dieser 


- Infektion betrug, wie aus Tabelle 3 ersichtlich ist, 3-51 Tage, im Durchsch- 


nitt 18 Tage. Eine Ausnahme stellte ein Fall dar, bei dem die Infektion 
erst 7 Monate nach der Saugdrainagebehandlung herbeigefiihrt wurde. 
Wenn die Infektion einmal zustandekam, kehrte kein Fall mehr zum keim- 
freien Zustand zuriick, ohne dass er sich irgendeiner Behandlung” unter- 
zogen hatte. 

3. Uber die Bakterienstimme der Mischinfektion nach der Operation. 

Die Erreger, die die Mischinfektion nach der Operation verursachten, 
gehéren meist zur Staphylokokkengruppe. Andere Bakterien wie z. B. 
Streptococcus haemolyticus, Bac. pyocyaneus, Micrococcus tetragenus, 
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TaBELLeE III. 


Zeit bis zum Eintritt der Mischinfektion und negative 
Aus falle in der Tuberkelbazillen Kultur. 





Zeit bis zum Eintritt ‘ 
Kranken-Nummer der Mischinfektion negative Ausfalle 


Tage 
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gramnegative Bazillen, grampositive Kokken wurden nur in geringer Menge 
beobachtet. Unter 16 Fallen wurden namlich 3 (Nr. 7, 8 und 12 in 
Tabelle 4) zuerst von anderen Bakterien als Staphylokokken infiziert. 
Hier sei nachdricklich erwahnt, dass unter den oben genannten Erregern 
keine wie Pneumokokken, Influenza-, Pneumo-, Diphtherie- bazillen u.a. 
vorhanden waren, wie wir sie gewohnlich bei den Respirationserkrankungen 


nachweisen. Diese Tatsache ist nicht nur sehr bemerkenswert, sondern 
deutet auch zugleich darauf hin, dass der Infektionsmechanismus in der 
Kaverne nach der Operation, wie spater geschildert werden soll, aufdem 
Eindringen der Erreger von draussen im Verlauf der Saugdrainagebehand- 
lung zuriickzufiihren ist. Als Infektionsbakterien haben Zorzoli und 
Fojanini' nur grampositive Kokken und Stabchen und Goldmann”? 
u.a. Staphylococcus aureus genannt. Naheres ist aber nicht klar. 

4. Uber den Einfluss der Infektion in der Kaverne auf das Individuum. 

Wenn auch der Umstand, dass die Kaverne, welche vor der Operation 
ausser den Tuberkelbazillen keimfrei gewesen ist, im Verlauf nach derselben © 
von anderen Bakterienarten infiziert wird, auf den ersten Blick einen be- 
denklich schlimmen Einfluss auf das Individuum auszuiiben scheint, be- 
obachtete man doch in Wirklichkeit bei keinem Falle, dass sein allgemeines 
Befinden durch die Infektion verschlimmert wurde. Als Folge der Infek- 
tion wurden nur Leukozytose, Beschleunigung der Senkungsgeschwindig- 
keit der Erythrozyten und Fieberausbruch beobachtet. Wie Tabelle 5 
zeigt, waren sie aber nur leichtgradig, und innerhalb eines Monates wurde 
der alte Zustand wieder erreicht. Kurz, die Infektion in der Kaverne im 
Verlauf der Saugdrainagebehandlung scheint auf das Individuum keinen 
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TABELLE IV. 


In Verlauf der Saugdrainagebehandlung infizierte 
Bakterienstamme in der Kaverne. 


Kranken- 


Nummer | Ct@™-Farbung Morphologie Hamolyse Bakterienart 





kurze Stabchen 
Kokken — 
feine Stabchen 
Kokken — 
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so schlimmen Einfluss auszuiiben, dass man sie nicht zu ernst zu nehmen 
braucht. 


TABELLE V. 


Einflusse der Mischinfektion in der Kaverne auf das Individiuum. 








; Senkungs- 
Leukozytose | Fieberung geschwindigkeit (1 h) 
| 


tiber | 9000— - | bis bis . | tiber | unter nicht 
10000 | 10000 | "°8#tv |3g 5°c!37,5°C] Unklar | negativ | “95 | 24 | beschleunigt 
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5. Uber die Tuberkelbazillen in der Kaverne. 

a) Morphologische Beobachtung. 

An den Strichpraparaten des Kaverneninhaltes befremdet es vor allem, 
dass Tuberkelbazillen desselben im Vergleich mit den Bazillen, welche man 
gewohnlich im Sputum mikroskopieren kann, auf den ersten Blick schon 
sehr polymorph sind. Nicht nur Zieh!’ und Much’sche Granula werden 
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sehr reichlich mikroskopiert, sondern auch die Bazillen sind angeschwollen, 
krumm, nicht gleichmassig lang und manchmal gabelartig geteilt. Wenn 
sie, wie in Biindel zusammengebunden, einen Knollen bilden, ist ihre 
stabférmige Gestalt durchaus unerkennbar. Sie verlieren alle jedoch nicht 
ihre Saurefestigkeit. 

Wenn auch kurze Zeit nach der Saugdrainagebenhandlung, wo der 
Kaverneninhalt noch dick ist, die Tuberkelbazillen diese Degenerations- 
formen zeigen, werden sie doch als typische K ochsche Bazillen vereinzelt 
gefarbt gefunden, wenn sie sich mit dem Diinnwerden des Kaverneninhaltes 
allmahlich vermindern. 


b) Zahl der Tuberkelbazillen in der Kaverne. 


In dem Kaverneninhalt unmittelbar nach der Saugdrainagebehand- 
lung sind so viele Tuberkelbazillen vorhanden, als ob sie durch dieReinkul- 
tur gefarbt worden seien. An manchen Strichpraparaten kann man sie 
mit blossen Augen schon erkennen. Nach Hart'* handelt es sich dabei 
um den sog. echten Saprophytismus, und die Tuberkelbazillen gedeihen in 
der Kaverne so gut wie auf einem kiinstlichen Nahrboden. Die Zahl der 
Tuberkelbazillen ist wirklich ungeheuer. Wie aus Tabelle 6 ersichtlich ist, 
braucht es vom Beginn der Saugdrainagebehandlung bis zur negativen 
Nachweisung 12-134 Tage, durchschnittlich 49 Tage. Unter 21 Fallen 
zeigten 4 solche Schwankungen, dass sie einmal mikroskopisch negativ aber 
im weiteren Verlauf wieder positiv wurden, um endlich negativ zu werden. 


c) Beziehung zwischen der Kaverneninfektion und den Schwankungen 
der Tuberkelbazillen. 


Es wird selbstverstandlich sein, dass sich die Tuberkelbazillen rasch 
vermindern, weil sie, welche bisher in Sputa aus der Kaverne durch den 

. Ableitungsbronchus ausgespuckt wurden, durch denin die Kaverne einge- 
fihrten Katheter, namlich durch einen giinstigen Abzugskanal, heraus- 
gesogen werden. Merkwiirdigerweise ist aber die Verminderung der 
Tuberkelbazillen bei vielen Fallen erheblich, wenn in der Kaverne, wo 
bisher keine anderen Bakterienarten als Tuberkelbazillen vorhanden waren, 
nach der Operation andere Bakterienarten sich fortzupflanzen beginnen. 
Wie aus Tabelle 6 ersichtlich ist, beobachtet man bei vielen Fallen deutlich 
eine erhebliche Verminderung der Tuberkelbazillen, wenn man die Bazill- 
enzahl 3 Tage vor der Infektion mit der beim Auftritt der Infektion und 
nach 5 Tagen derselben vergleicht, Es gibt ja 3 Falle, bei denen mit der 
Nachweisung der Infektion gleichzeitig die Tuberkelbazillen nicht mehr 
nachweisbar sind. Wenn die Infektion herbeigefiihrt wird, verwandelt 
auch der dicke Kaverneninhalt bald seine Beschaffenheit und wird allmah- 
lich serés. 
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TABELLE VI. 
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Tuberkelbazillenzahl vor und nach der Mischinfektion in der 
Kaverne und Zeit bis zur negativen mikroskopischen 
Nachweisung der Tuberkelbazillen. 








































































































Kranken- | 3 Tage vor der Bei der 5 Tage nach der |Zeit zwischen Op. u. Negativ 
Nummer | Mischinfektion | Mischinfektion | Mischinfektion werden d. Tbk-Bazillen 
Nr. 1 Gaf. VI | Gaf. V | Gaf. Iii a) ee ~ Fy 
2 ” Vill ee VI C8. sive ree 
3 Tbk. bazillen vor Mischinfektion verschwund Lk | eubadae k 
4 Gaf. lil | Gaf. 0 Gaf. we 29 Eno eee 
i w Vill | »# Vil ” IV 48 ” 
6 a” V ” 0 ” 0 19 ” 
Beiiass ” > ” Vil ” Vv gh een ee 
8 | ” VII | ” VI ” IV 43 ” 
9 | “" Vill ” VII ” Vv 
10 ” VIL ” Vil ” IV 38 ” 
Il | ” IV ” 0 ” II 12 ” 
” > ” Vi ” Ill 93 ” 
— ew, V ” IV ” lil | 2 se al 
14 | “" — it. | Vit ” Vv 64 “uw 
15 ” IV | ” III ” III 66 ” 
16 | ” V “” 4 ” IV 46 ” 
17 | Faille, bei denen die Mischinfektion schon 12 ” 
18 | unmittelbar nach Op. nachgewiesen wurde 71 ” 
= | Falle, bei denen der Kaverneninhalt erst I < 
—4y~ eine gewisse Zeit nach Op. gesogen wurde 59 = 





Gaf: Gaffky’s Tabelle 


6. Uber die Ziichtung der Tuberkelbazillen im Kavernenninhalt, bei dem die 
Tuberkelbazillen mikroskopisch nicht nachweisbar sind. 


Indem man den Kaverneninhalt haufig mikroskopierte, hat man mit 
dem Kaverneninhalt sofort eine Kultur auf Tuberkelbazillen angestellt, 
wenn man sie mikroskopisch nicht nachweisen konnte. Unter Intervallen 
von 15-20 Tagen wurde dieses Verfahren wiederholt, bis dass die Kaverne 
durch die Saugdrainagebehandlung verschwand und der eingefiihrte 
Katheter entfernt wurde. Je kleiner die Kaverne durch die Saugdrainage- 
behandlung wird, desto weniger werden ebenfalls die Kolonien der Kultur. 
Wenn aber die Verkleinerung der Kaverne bis zu einem gewissen Grade 
fortgeschritten ist, so werden viele Falle im weiteren Verlauf njcht voll- 
kommen bazillenfrei. Wenn man daran denkt, dass es Fille gibt, bei 
denen 9 Monate nach der Saugdrainagebehandlung noch die Tuberkel- 
bazillen nachgewiesen werden, und dass solche Schwankungen oft vor- 
kommen und dass die Tuberkelbazillen, wenn sie auch einmal nicht mehr 
nachgewiesen worden sind, wieder auftreten, so kann man verstehen wie 
schwer es ist, den Kaverneninhalt vollkommen bazillenfrei zu machen. 
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Zusammenfassung und Betrachtung. 
1. Betrachtung iiber den ausser Tuberkelbazillen keimfreien Kaverneninhalt. 


In unseren Versuchen zeigten 16 unter 18 Fallen eine Keimfreibeit des 
unmittelbar nach der, Operation herausgesogenen Kaverneninhaltes. 
Dieses Ergebnis stimmt fast mit dem von Zorzoli und Fojanini!) 
iiberein, nach deren Mitteilung bei 29 von 33 Fallen keine anderen Bak- 
terienarten als die Tuberkelbazillen nachgewiesen wurden. Eine Reihe 
von Autoren hat aber im Kaverneninhalt bei vielen Kadavern verschiedene 
Mischinfektionen nachgewiesen. Warum ist ein solches dem unserigen 
entgegengesetztes Ergebnis erzielt worden? Als Griinde dafiir muss fol- 
gendes gedacht werden. 

a) Jenaher das Individuum dem Tode kommt, desto geringer werden 
die jedem Organ eigenen Abwehrkrafte, und sie verschwinden mit dem 
Eintritt des Todes. 

b) Der zeitliche Zusammenhang von dem Eintritt des Todes bis zur 
Entnahme des Versuchsmaterials und die Methode seiner Entnahme. 

c) Bei der Beférderung des Kadavers kann der Inhalt eines anderen 
Organs wie z. B. des Magens durch die Trachea und den Bronchus in die 
Kaverne hineinfliessen. 

Unter fast ahnlichen Gesichtspunkten haben Coryllos und Orn- 
stein! die sehr interessanten, kiihnen und bemerkenswerten Versuche, von 
denen in Einleitung schon erwahnt wurde, an lebenden Kranken anges- 
tellt. Nach ihnen wurden bei allen 7 Fallen andere Bakterienarten als die 
Tuberkelbazillen weder in der Kultur noch im Tierversuche nachgewiesen. 

Warum zeigt die Kaverne lebender Tuberkuléser denn keine Misch- 
infektion? Es ist sehr schwer, diese Probleme stichhaltig zu lésen. Aus 
den Ergebnissen unserer Versuche geht aber wenigstens hervor, dass im 
Gegenteil zu der bisher herrschenden Meinung, die Mischinfektion eine 
wichtige Rolle fiir die Bildung der tuberkulésen Lungenkaverne spiele, die 
Mischinfektion zur Bildung der Kaverne nicht vonnéten ist und dass meist 
durch die Tuberkelbazillen allein die tuberkulése Lungenkaverne gebildet 
wird. : | 

2. Uber die Mischinfektion in der Kaverne nach dem Beginn der Saugdrainagebe- 
handlung. 

In der Kaverne, aus der ummittelbar nach der Operation keine anderen 
Bakterienarten als die Tuberkelbazillen nachgewiesen werden, wird die 
Mischinfektion 3-51 Tage, durchschnittlich 18 Tage nach der Operation 
herbeigefiihrt. Dieses Ergebnis stimmt fast mit dem von Zorzoli und 
Fojanini' uberein, in deren Versuchen die Mischinfektion 5-21 Tage 
nach. der Operation auftrat. Als Bakterien der Mischinfektion haben sie 
nur grampositive Kokken und Stabchen und Goldman’? u. a. Staphy- 
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lococcus aureus genannt, aber nichts Naheres ist dartiiber erwahnt. Aus 
unseren Versuchen ist jedoch darauf zu schliessen, dass die meisten Bak- 
terien der Mischinfektion bestandig in der Luft vorhandene Bazillen sind. 
Wenn man ferner daran denkt, dass der Einfluss der Mischinfektion auf das 
Individuum nicht in Frage kommt, ist als Infektionsmechanismus folgendes 
denkbar: 

a) Von unserem Mitarbeiter, Saito! wurde festgestellt, dass der 
intrakavernése Druck bei der Inspiration einen negativen Druck und bei 
der Exspiration einen positiven Druck zeigt. Wird daher einmal die 
Kaverne durch die Einfiihrung eines Katheters in Verbindung mit der 
Aussenluft gesetzt, so kann diese Luft selbstverstandlich durch den Katheter 
ein- und ausgehen. Mithin kénnen auch in der Luft vorhandene Bakterien 
frei in die Kaverne gelangen, wodurch diese immer einer Infektion aus- 
gesetzt ist. 

b) Die Wunde an der Stelle der Brustwand, an der der Katheter in 
die Kaverne eingefiihrt wird, kann selbst infiziert werden und eitern. Dann 
kann der Eiter ebenfalls an der Aussenseite des Katheters entlang (od. am 
Katheter entlang) in die Kaverne hineinfliessen. 

Bei der Saugdrainagebehandlung, wo der Katheter durch die Brust- 
wand eine lange Zeit eingefiihrt wird, scheint die Infektion im weiteren 
Verlauf der Saugdrainagebehandlung unvermeidlich, wie streng aseptisch 
auch alles Verfahren ausgefiihrt werden mag. 


3. Betrachtung iiber die Infektion in der Kaverne und die Schwankungen der Tuber- 
kelbazillen. 

Sehr interessant ist es, dass sie sich erheblich vermindern, wenn andere 
Bakterienarten in die Kaverne hineinkommen und anfangen, sich dort 
fortzupflanzen. Diese Tatsache wird durch den Umstand bestatigt,dass, 
je zeitiger die Kaverne nach der Operation infiziert wird, desto schneller die 
Tuberkelbazillen bei vielen Fallen verschwinden und dass die Tuberkel- 
bazillen dagegen desto langer mikroskopisch nachgewiesen werden, je 
spater die Infektion der Kaverne eintritt. Da die Infektion darum als ein 
Faktor zur Beschleunigung des Verschwindens der Tuberkelbazillen be- 
trachtet werden kann und auf das Individuum keinen schlimmen Einfluss 
ausiibt, scheint sie vielmehr fiir den Patienten giinstig zu wirken, was uns 
besonders interessiert. Diese Erscheinung sei vielleicht auf den Antagon- 
ismus der Tuberkelbazillen und anderer Bakterienarten in der Kaverne 
zuriickzufihren. 


Schluss. 


1) Bei der Saugdrainagebehandlung der tuberkulésen Lungenkaverne 
befanden sich bei 16 (88,8%) von 18 Fallen keine anderen Bakterienarten 
als die Tuberkelbazillen in dem Kaverneninhalt, der unmittelbar nach 
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der Operation herausgesogen wurde. Nur bei 2 Fallen waren 
andere Bakterienarten als die Tuberkelbazillen vorhanden, d. h. eine 
Mischinfektion wurde beobachtet, und zwar durch Influenzabazillen und 
grampositive Mikrokokken, 

2) In dem unmittelbar nach der Operation herausgesogenen 
Kaverneninhalt waren die Tuberkelbazillen so zahlreich wie bei reiner 
Kultur und zeigten Polymorphie. 

3) Bei den 16 Fallen, die unmittelbar nach der Operation keine 
Mischinfektion zeigten, wurde die Kaverne ebenfalls im weiteren Verlauf 
der Saugdrainagebehandlung iiber kurz oder lang von anderen Bakterien- 
arten infiziert. Die Zeitdauer vom Beginn der Saugdrainagebehandlung 
bis zum Eintritt der Mischinfektion betrug 3-5! Tage, im Durchschnitt 
18 Tage. Bei einem Fall trat ausnahmsweise erst 7 Monate nach dem 
Beginn der Saugdrainagebehandlung die Infektion ein. Wenn die Infek- 
tion einmal zustandekam, kehrte kein Fall mehr zum keimfreien Zustand 
zuriick, ohne dass er sich irgendeiner Behandlung unterzogen hatte. 

4) * Die Bakterien, welche die Mischinfektion herbeifiihrten, gehérten 
meis. zur Staphylokokkengruppe. 

5) Die Infektion in der Lungenkaverne ist wohl nicht zu ver- 
meiden, aber sie iibt auf das Individuum keinen schlimmen Einfluss aus. 
Sie ist vielmehr ein Faktor zur Verminderung, mithin zum Verschwinden 
der Tuberkelbazillen in der Kaverne, 

6) Die Zeitdauer vom Beginn der Saugdrainagebehandlung bis zur 
negativen mikroskopischen Nachweisung der Tuberkelbazillen im Eiter 
aus der Kaverne betrug 12-134 Tage, durchschnittlich 49 Tage. 

7) Wenn auch die Tuberkelbazillen im Kaverneninhalt mikroskopisch 
nicht mehr nachgewiesen werden, werden sie doch noch mittelst der Kultur 
nachgewiesen und zeigen manchmal Schwankungen. Es sind sogar 
solche Fille, bei denen die Tuberkelbazillen nach Ablauf von 9 Monaten 
nach der Saugdrainagebehandlung noch nachgewiesen werden. Daher 
wird es sehr schwer sein, den Kaverneninhalt vollkommen bazillenfrei zu 
machen. 

8) Fiir die Bildung der tuberkulésen Lungenkaverne spielt die Misch- 
infektion keine bedeutende Rolle; die Lungenkaverne scheint sich vielmehr 
meist durch die Wirkung der Tuberkelbazillen selbst zu bilden. 


Diese Forschung wurde durch Uberlassung von Geldmitteln des Unter- 
richtsministeriums fiir wissenschaftliche Forschung ausgefiihrt, wofiir herzlich 
gedankt sei.—Prof. Dr. T. Kumagai und Prof. Dr. T. Ebina. 
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